








Uber das Verhalten 
neutraler Natriumeaseinate bei Membranhydrolyse. 


Von 


Wilhelm Starlinger. 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie 
in Wien). 


(Eingegangen am 13. Januar 1926.) 


I. Einleitung und Fragestellung. 


Nachdem die ersten physiko-chemischen Messungen') mit exakter 
Methodik an neutralen Alkalicaseinatlésungen mit Hilfe der Basenbindungs- 
bestimmung ein Aquivalentgewicht des Caseins von 1135, mit Hilfe der 
Bestimmung des Aquivalentleitvermégens im Rahmen der Ostiwvald-Walden- 
schen Wertigkeitsregel ein Molekulargewicht von 4— 6 x 1135 ergeben 
hatten, wurde in Fortfiihrung dieser Untersuchungen *) aus dem aquivalenten 
Leitvermégen einerseits mit Hilfe der graphischen Extrapolation von A, 
die Beweglichkeit des Caseinations im neutralen Caseinat mit rund 30 
bestimmt, andererseits mittels der Basenbindungsbestimmung und bei 
Annahme der Giiltigkeit der Ostwald schen Regel das Aquivalentgewicht mit 
1000, das Molekulargewicht mit rund 3 x 1000 festgesetzt. Daraus formu- 
lierte sich die physikalisch-chemische Konstitution neutraler Alkalicaseinate 
nach dem Typus Na,(Caseinat)’’” bei fehlendem CaseinatiiberschuB bzw. 
nach dem Typus Na,(Caseinat)’’’(Casein) bei Caseiniiberschu®B im Sinne 
der Bildung eines Komplexsalzes ohne Wertigkeitsinderung. 


In Anbetracht der ausschlaggebenden Rolle der Leitfahigkeits- 
messung fiir die Gewinnung der vorangestellten grundlegenden Ergeb- 
nisse und deren Bedeutung fiir die allgemeine Kolloidchemie der EiweiB- 
kérper muBte jede Erkenntnis, die den Wert der Leitfahigkeitsmessung 
in Caseinatlésungen in Frage zu stellen schien, besondere Beachtung 
gewinnen. Da nun in solche Richtung zielende Mitteilungen von Seiten 
Polanyis und seiner Mitarbeiter*) vorliegen, wurde es im folgenden 


1) Laqueur und Sackur, Beitr. z. chem. Phys. u. Path. 3, 1903. 

2) Pauli, diese Zeitschr. 70, 1915; Pauli und Matula, ebendaselbst 
99, 1919; ferner Pauli, Kolloidchemie der Eiwei8kérper 1, 81 ff. Dresden, 
Steinkopf, 1920. 

3) Mandoki und Polanyi, diese Zeitschr. 104, 1920; Fischenich und 
Polanyi, Kolloid-Zeitschr. 36, 1925. 
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auf Veranlassung und unter Leitung von Herrn Prof. Pawli unter- 
nommen, die zu dieser Fragestellung vorgebrachten Befunde und 
Folgerungen einer neuerlichen theoretischen und _ experimentellen 
Priifung zu unterziehen. 


In der nun folgenden Literaturiibersicht konnte wegen des vollen 
Verstandnisses der Fragestellung eine gewisse Ausfiihrlichkeit der Dar- 
stellung nicht vermieden werden. 

Mandoki und Polanyi stellten fest: 

1. daB bei Fischblasendialyse neutraler Alkalicaseinatlésungen 
,.massenhaft leitende Bestandteile austreten‘‘, die keine EiweiBreaktion 
geben und einen ,,fast véllig’* fermoltitrierbaren Stickstoffgehalt aufweisen, 

2. daB das Leitvermégen der Lésung dieser ,,fraglichen Stoffe‘* beim 
Stehen spontan anwiichst. 

Sie zogen daraus den SchluB, daB beim ,,Auflésungs- bzw. Neutrali- 
sationsprozeB“* des Caseins ,,Zersetzungsprodukte‘* entstehen, die sich 
spontan weiter zersetzen, und lehnten daher die eingangs formulierte 
Auffassung Paulis ab, daB der Rest des Leitvermégens neutraler Alkali- 
caseinate, der durch das Natrium nicht gedeckt wird, auf den negativen 
Elektrizitatstrager, das Caseination entfallt: ,,Die Leitfahigkeit der neu- 
tralen Caseinlésungen beweist nicht, daB das in Lésung befindliche Eiwei8 
ein guter Leiter ist, es steht vielmehr fest, daB die Leitfahigkeit dieser 
Lésungen durch Zersetzungsprodukte des Caseins verursacht wird.‘ 


Demgegeniiber machte F. Platiner') in einer unter Paulis Leitung 
ausgefiihrten Untersuchung geltend, daB8 weder iiber die primaire Reinheit 
des verwendeten Ausgangspraparats (leichte Zersetzlichkeit des Caseins!) 
und die Art des Lésungsvorganges (Zusatz zu hochkonzentrierter Lauge!), 
noch iiber die Abwehr sekundarer bakterieller Zersetzung von Mandoki 
und Polanyi Angaben gemacht wurden und stellte fest: 

1. daB die Leitfahigkeit von mit kauflichem Merckschen Casein ge- 
schiitteltem Wasser erheblich ansteigen kann, 

2. daB die Leitfaihigkeit entsprechend aus elektrodialysiertem Casein 
hergestellter und unter Toluol aufbewahrter Caseinatlésungen innerhalb 
kiirzerer Beobachtungsdauer keine Zunahme erfahrt, 

3. daB ‘bei Gleichgewichtsdialysen in Kollodiumsickchen und bei 
Campheranwesenheit die Leitfaihigkeit der AuBenfliissigkeit die der Innen- 
fliissigkeit bei Reduktion auf gleiches Volumen um ein Mehrfaches iiber- 
schreitet, 

4. daB ein geringer Stickstoffiibertritt in die AuBenfliissigkeit nach- 
weisbar wird, der 1 Proz. des Stickstoffgehalts des verwendeten Gesamt- 
caseinats nicht iibersteigt und immer schwach positiven EiweiBreaktionen 
entspricht. 

Plattner zog daraus den SchluB, daB in entsprechend bereiteten und 
behandelten Caseinlésungen nur sehr geringe Mengen von Abbauprodukten 
auftreten, die als Ursache fiir die Leitfaihigkeit reiner Caseinatlésungen 
nicht in Frage kommen kénnen, wahrend das hohe Leitvermégen der 
AuBenfliissigkeit auf den durch Membranhydrolyse bedingten Durchtritt 
von Natrium durch die Membran bei gleichzeitiger Ausfillung der ent- 
sprechenden Caseinmengen innen bezogen werden muB. 


1) Platiner, Kolloid-Zeitschr. 38, 1923. 
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Darauf berichteten Fischenich und Polanyi (1. c.), unter Ablehnung 
dieser Auffassung Platiners als der experimentellen Begriindung entbehrend, 
iiber neue Versuche, in deren Verlauf sie beobachteten: 


1. daB im Verlaufe der Dialyse in der Dialysierzelle kein Caseinat 
ausfallt und der Stickstoffgehalt der Innenfliissigkeit keine Anderung 
erfahrt, 

2. daB nach AbschluB von Dauer- und Gleichgewichtsdialysen das 
Leitvermégen der Innenfliissigkeit, verglichen mit dem Leitvermégen einer 
frisch hergestellten Caseinatlésung gleicher Stickstoffkonzentration nur 
etwa das halbe AusmaB der letzteren erreicht, 

3. daB der Trockenriickstand der AuBenfliissigkeit zu drei Vierte! 
bis zwei Drittel aus organischer Substanz besteht, die keine EiweiBreaktion 
gibt, 

4. daB das Leitvermégen des Caseinats in Gelatine-Sol und Gelatine-Gel 
gleichbleibt. 

Aus diesen Feststellungen zogen die Autoren folgende Scihiliisse : 

Aus 1. und 2. Die Tatsache, daB Caseinlésungen einen betrichtlichen 
Teil ihres Leitvermégens einbiiBen kénnen, ohne da dabei Casein ausfallt, 
geniigt, um den Anteil, den das Casein an der ,,elektrischen Leitung hat, 
ganz unsicher erscheinen zu lassen“. 

Aus 3. ,,Nichts spricht also gegen die Annahme, daB das Leitvermégen 
des AuBenwassers durch organische Salze bedingt ist, welche aus der Casein - 
lésung heraus diffundieren.** . 

Aus 4. Wenn der Anteil des auf Kolloidionen entfallenden Leitver- 
mégens in Gallerten fortfallen muB, andert sich die Leitfaihigkeit nicht, es 
nehmen also Caseinionen an der Leitung keinen Anteil. 

Die grundsitzliche Kritik dieser im vorstehenden wichtigsten 
wiederholten Literaturangaben mu vor allem betonen, daB die 
tatsiichlich erhobenen Befunde zu den weitgehenden Schliissen, die 
Polanyi und seine Mitarbeiter ziehen, nicht berechtigen; denn die 
Feststellung, daB in Caseinatlésungen bei Membrandialyse leitende 
Zerfallsstoffe austreten, erlaubt an sich verstandlicherweise keinesfalls 
den SchluB, daB diese Elektrolyte in den Caseinatlésungen bereits 
urspriinglich als solche anwesend waren. Im Gegenteil erscheint schon 
a priori die Méglichkeit membranhydrolytischer Vorginge und dadurch 
bedingter, erst durch die Dialyse ausgelister Entstehung dieser Stoffe 
viel naheliegender. Die allgemeine Stellungnahme zu den Arbeiten 
Polanyis und seiner Mitarbeiter darf daher in folgender Weise gekenn- 
zeichnet werden: Wenn der experimentelle Nachweis erbracht werden 
kann, da neutrale Alkalicaseinatlésungen bei langer Beobachtungs- 
dauer einerseits keine Anderung ihres Leitvermégens erleiden, anderer- 
seits keinen Zersetzungsvorgingen unterliegen, so kénnen die Befunde 
der erwihnten Autoren lediglich als Beitrag zur Frage der membran- 
hydrolytischen Beeinflussung neutraler Alkalicaseinate Beachtung 
finden, keinesfalls aber fiir die Beurteilung der Ursachen ihres auto- 
chthonen Leitvermégens Bedeutung gewinnen. 

1* 
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Der erste Abschnitt des experimentellen Teiles dieser Arbeit wird 
also zu untersuchen haben, ob aus reinstem (elektrodialysiertem) 
Casein in verdiinnter Lauge hergestellte Caseinatliésungen bei sicherer 
Vermeidung bakterieller Zersetzung (Toluol) wahrend mindestens mehr- 
monatiger Beobachtung ein konstantes Leitvermégen bewahren und 
keinen autolytischen Zerfall erleiden; die Grundlage des Nachweises 
fehlender Autolyse darf aber als gegeben angenommen werden, wenn 
im Verlauf dieses Zeitabschnitts keine inkoagulablen Stickstoffkérper 


auftreten. 


Il. Das Verhalten neutraler Alkalicaseinate bei langer Beobachtungszeit. 


1. Die Reinheit des Merckschen Caseinprdparats ,,nach Hammarsten*. 

Plattner fand nach 24stiindigem Schiitteln des Praparats mit Wasser 
unter Toluol eine spezifische Leitfahigkeit des iiberstehenden Wassers von 
k = 4,3.10-5, Fischenich und Polanyi stellten bei Aufschwemmung von 
2¢ Casein in 100 cem Wasser eine solche von k = 1,1. 10—5 fest. 

In eigenen Versuchen stieg die spezifische Leitfahigkeit des Schiittel- 
wassers nach Eintragung von 10,0g Casein in 100ccm Wasser in 
Versuch A nach achtstiindigem Schiitteln unter Toluol auf k = 1,31 
.10~-* bzw. nach weiterem 24stiindigen Stehenlassen auf k = 1,47 . 10-4, 
in Versuch B nach viertelstiindigem Schiitteln auf 1,30 .10~4 an; die 
urspriingliche Wasserleitungsfihigkeit betrug k = 3,46 . 10~®!). 

Nach Elektrodialyse der vereinigten Proben von 150stiindiger 
Dauer zwischen Graphitelektroden im Paulischen Apparat*) bei 
220 Volt unter Toluol wurde eine spezifische Leitfahigkeit des iiber- 
stehenden Wassers von k = 5,61 . 10~° erreicht, die auch bei weiterer 
Fortfiihrung der Elektrodialyse nicht mehr herabgedriickt werden 
konnte’). 

Diese Befunde erlauben also die Feststellung, daB das Mercksche 
Caseinpraparat quantitativ schwankende, unter Umstanden jedenfalls 
betrachtliche Mengen leitfahiger wasserlislicher Stoffe enthalten 
kann und daher fiir Untersuchungen vorliegender Art erst nach voraus- 
gehender entsprechender Reinigung oder unter Beriicksichtigung seines 
Reinheitsgrades Verwendung finden darf. Diese Forderung Platiners, 
die auch in der Mitteilung Polanyis und Fischenichs anscheinend keine 
Beriicksichtigung fand, darf daher als neuerdings experimentell be- 


griindet angesehen werden. 


') Die spezifische Leitfahigkeit in gleicher Weise unter Toluol ge- 
schiittelten und aufbewahrten Wassers stieg von k = 4,08 auf 4,21. 10-6, 

2) Von F. Kohler, Leipzig. 

8) In einem zweiten Versuch wurde bei Anwendung eines kleineren 
Apparats und bei Verarbeitung von etwa 5,0g Casein eine spezifische 
Leitfahigkeit von k = 4,44. 10-6 erzielt. 
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2. Die Herstellung und Charakteristik der eigenen Caseinatlosungen. 

Das elektrodialytisch gereinigte Casein wurde abgefiltert, mit Wasser, 
Alkohol, Ather gewaschen, 12 Stunden bei 40° getrocknet und ergab ein 
grobkérniges, gelbliches Pulver. 

Zur Bereitung der Lésung wurden je 4,0 g Casein nach vorheriger Aut- 
schwemmung in etwa 150 ccm Wasser mit 20ccm n/10 NaOH versetzt, 
darniach auf 200 cem Gesamtmenge aufgefiillt und unter Toluol bis zur 
optimalen Lésung des Caseins mehrstiindig geschiittelt ; eine véllige Lésung 
des zugesetzten Caseins gelang jedoch niemals, da immer ein Bodensatz 
aus gréBeren, zusammengeballten Bréckeln zuriickblieb und sedimentierte. 
Die fertige, von nicht geléstem Casein und Toluol abfiltrierte Lésung war 
fast vollig klar und zeigte nur im durchfallenden Licht geringe Opaleszenz : 
die weitere Aufbewahrung erfolgte unter Toluol. 


Die in den Hauptversuchsreihen verwendeten Caseinatlésungen 
hatten folgende Eigenschaften : 


Tabelle I. 





. " Aus Stick. 
Trocken- Gesamt- Nicht stoff be- Ne. K-.° 
Caseinat gehalt stickstoff koagulabler rechneter Tro 1022 Py 
Stickstoft Eiweib. 
g-Proz. g-Proz. gehalt g-Proz. 
A 1,61 0,248 “ 1,55 0.0228 4,98 7,05 
B 0,266 | “ 1,66 —_ 5,15 6,89 
c ~ 0,273 “1 171 —_ (see | — 


Das Casein der Caseinatlésungen A und B wurde in der ersten, das 
Casein der Lésung C in der zweiten Elektrodialyse gereinigt. 

Angewandte Methodik: Der Natriumgehalt wurde nach Pregl'), 
der Stickstoffgehalt nach Ajeldahl in der Modifikation von Pregl, der 
Trockengehalt in der iiblichen Weise bestimmt; als inkoagulabler Stickstoff 
sind Stickstoffkérper, die durch Trichloressigséure in 10proz. Endkonzen- 
tration nicht gefallt werden, zu verstehen; die H-lonenkonzentration wurde 
elektrometrisch gemessen. 

Das beobachtete spezifische Leitvermégen steht im Einklang mit 
den Angaben der friiheren Autoren, die H-lonenkonzentration entspricht 
dem Neytralpunkt (wihrend Polanyi cine leicht saure Reaktion, ent- 
sprechend p,, = 6, beobachtete), gravimetrisch und mit Hilfe der 


') Zur Kritik der Natriumbestimmung in der vorliegenden Versuchs- 
anordnung muB bemerkt werden, daB in Anbetracht des nicht unbetracht- 
lichen Phosphorgehalts des Caseins (= 0,83 Proz. nach Hammarsten) der durch 
Phosphor gedeckte Teil des Aschennatriums als Pyrophosphat (Na,P,O,) 
und nur der restliche Teil als Sulfat (Na,SO,) zur Bestimmung gelangt : 
trotzdem wurde in den vorliegenden Bestimmungen das Natrium als Sulfat 
berechnet, da sein prozentischer Anteil im Sulfat (= 32,4 Proz.) und Pyro- 
phosphat (= 34,5 Proz.) zu wenig differiert, um wesentliche Fehler nach 
sich zu ziehen. Im iibrigen darf schon hier auf die gute Ubereinstimmung 
zwischen den (in der Innen- und AuBenfliissigkeit der Dialysierversuche) 
gefundenen und den berechneten Natriumwerten hingewiesen werden. 
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Stickstoffbestimmung (Multiplikationsfaktor = 6,25) gefundener Eiweib- 
gehalt, sowie gefundener und berechneter (0,0230 g-Proz.) Na-Gehalt 
zeigen gute Ubereinstimmung; nicht koagulabler Stickstoff wurde 
nicht gefunden. 

3. Das Verhalten der Caseinatlisungen. 

Plattner fand innerhalb elftagiger Beobachtungszeit keine Anderung 
des Leitvermégens seiner Caseinatlésung. 

In eigener Priifung bei um vieles verlangerter Beobachtungszeit 
betrug die spezifische Leitfahigkeit von Caseinat A nach der Her- 
stellung k = 4,98. 10-4, nach 99 Tagen’ k = 5,20.10-*. Der gleich- 
zeitige Versuch der Feststellung nicht koagulablen Stickstoffs hatte 
immer ein véllig negatives Ergebnis. 

Diese Befunde erlauben also die Aussage, daB entsprechend her- 
gestellte und aufbewahrte neutrale Alkalicaseinatlésungen keine zeit - 
liche Anderung des Leitvermégens und keinen Eiweifzerfall erfahren. 
Die von Mandoki und Polanyi iibernommene Angabe Robertsons, dab 
genauestens neutralisierte Caseinlésungen sich beim Stehen bereits in 
kurzer Zeit zersetzen und leitfahige Substanzen abspalten, darf also 
fiir das hier eingeschlagene Verfahren der Caseinatbereitung berechtigte 
Ablehnung finden, waihrend die Beobachtung Plattners volle Bestitigung 
und Erweiterung erfahrt. Die erste Fragestellung vorliegender Arbeit 
darf mithin in dem Sinne entschieden werden, da neutralen Natrium- 
caseinatlésungen eine konstante und reproduzierbare Leitfihigkeit 
zukommt. 

In der Tat scheint auch Polanyi in der neueren Arbeit mit Fischenich 
sich dieser Auffassung zu naihern, nur wird der Standpunkt vertreten, 
daB es nicht die Leitfahigkeit des Caseinations sei, die darin mit zum 
Ausdruck komme, sondern die von anderen im Caseinat entstandenen 
lonen. 

Nach dieser Feststellung kann also in die Besprechung der zweiten 
Hauptfrage nach Ergebnis und Deutung der Dialysenversuche ein- 
gegangen werden. 


111. Das Verhalten neutraler Alkalicaseinatlésungen bei membrandialytischer 
Beeinflussung. 

Die Betrachtung der zu dieser (durchaus selbstindigen und von 
der ersten streng zu trennenden zweiten) Fragestellung bereits vor- 
liegenden Befunde Platiners sowie Polanyis und seiner Mitarbeiter 
erlaubt zunachst folgende Angaben: 

1. Die Berechnung des im Verlauf der Dialyse entstandenen 
Gesamtleitungsvermégens durch Reduktion auf das Ausgangsvolumen 
der Caseinatlésung, welche in den Mitteilungen der erwahnten Autoren 
nicht durchgefiihrt wurde, ergibt ausnahmslos eine deutliche Erhéhung 
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gegeniiber dem Ausgangsleitvermégen; die aus den Tabellen Plattners 
und Fischenich-Polanyis (die Mitteilung Mandoki-Polanyis darf iiber- 
gangen werden) in dieser Weise ‘berechneten Werte sind in folgender 
Tabelle I] zusammengestellt. 





Tabelle 11. 
Reduzierte A Hy K der Gesamt-K 
Ne Dauer 10-4 || Gesamt-4 Ausgangs- in Proz. der & 
; | 10-4 lésung der Ausgangs- 
Stunden innen auben =e WGeung 

1 | 48 4.03 22.00 26,03 5,90 441 
II 48 2,91 16,95 19,86 5,70 348 
Ill 24 2.66 8.33 10,99 6.90 185 
Iv 24 3.40 14.40 14,80 5,70 259 
19 67 4,07 3.53 7,60 5,59 136 
20 23 3,78 3,05 6,83 5,63 121 
21 23 4,04 3.00 7,04 5,63 125 
22 25 4.78 217 6,95 5,74 121 
23 25 5,01 2.01 7,02 5,74 122 
27 23 5,04 1,78 7,82 5,30 128 
28 46 4,30 3,01 7,31 5,30 138 
29 46 4,29 269 | 6,98 5.41 129 
30 57 3,62 3,87 7,49 5 Al 139 


Die Dialysen I bis 1V beziehen sich auf die Tabelle Plattners, die 
Dialysen 19 bis 30 auf die Tabelle Illa Fischenich-Polanyis. 

Die Erhéhung betrigt also bei den Campherdialysen Plattners das 
Zwei- bis Vierfache, bei den Toluoldialysen Fischenich- Polanyis */, bis ?/, 
des Ausgangsleitvermégens und steht bei beiden in deutlicher Ab- 
hangigkeit von der Dialysendauer; die auBerordentliche Erhéhung in 
den Versuchen Plattners legt die Vermutung nahe, da die Campher- 
anwesenheit keinen sicheren Schutz gegen bakterielle Zersetzungs- 
vorginge gewiahrt. 

2. Die methodische Beurteilungsgrundlage, die bei den Versuchen 
Fischenich-Polanyis angewendet wurde, kann nicht angenommen 
werden, denn sie vergleicht das Leitvermégen der Dialysate mit dem 
Leitvermégen einer frisch hergestellten Caseinatverdiinnung gleichen 
Stickstoffgehalts, wobei das Vergleichsprinzip also nur den Stickstoff, 
nicht aber das Natrium beriicksichtigt, welches im Dialysat auf Grund 
teilweisen Ubertritts in die AuBenfliissigkeit verstindlicherweise ge- 
ringere Konzentration besitzen muB. DaB® aber Alkali in die AuBen- 
fliissigkeit iibertritt, wird schon aus den angegebenen Trockenriick- 
standsanalysen Fischenich-Polanyis in der AuBenfliissigkeit wahrschein- 
lich, welche den anorganischen Anteil mit rund 40 Proz. bestimmten. 

3. Die Angaben Fischenich-Polanyis erscheinen weiterer Auf- 
klarung bediirftig, da einerseits der Stickstoffgehalt der Lonenfliissigkeit 
keine Anderung erleiden soll, andererseits der Trockenriickstand der 
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AuBenfliissigkeit zu 3 bis */, aus ,,organischer Substanz“ besteht, 
iiber deren Natur zwar nur angegeben wird, daB sie keine Eiweif- 
reaktion gibt, die aber im Rahmen der Versuchsbedingungen wohl aus 
Stickstoffkérpern bestehen muB. 

4. ,,Die Tatsache, daB Caseinlésungen einen betrachtlichen Teil 
ihres Leitvermégens einbiiBen kénnen, ohne da Casein ausfillt“, 
geniigt — unter Annahme der Tatsachlichkeit dieser Angaben — 
keinesfalls, ,.um den Anteil des Caseins an der elektrischen Leitung 
ganz unsicher erscheinen zu lassen“, denn bei teilweiser Entfernung 
des Natriums kénnen die entsprechenden Caseinmengen durch Bildung 
der bei CaseiniiberschuB entstehenden Caseincaseinate in Lésung ge- 
halten werden ; dieses ist eine ganz allgemeine Erscheinung, welche sich 
bei allen wasserunléslichen EiweiBkérpern findet. 

5. Was schlieBlich die letzte Beweisfiihrung Fischenich-Polanyis 
anlangt, daB die Leitfahigkeit eines kolloiden Ions durch Aufnahme 
in eine Gallerte und dadurch bedingte Aufhebung des Ionentransports 
Null werden miiBte, wahrend eine Anderung der Caseinatleitfihigkeit 
durch Einbringung in Gallerten tatsaéchlich nicht beobachtet werden 
konnte, so kann ihr auf Grund von Untersuchungen am Institut keine 
Beweiskraft zugemessen werden, denn in diesen Fillen wird die Leit- 
fahigkeit wohl durch Wassertransport und Uberfiihrung der AuBen- 
ionen tibernommen, da am Institute bei Ceroxydsolen und an Seifen- 
solen von Mc Bain und M. E. Laiing') quantitativ festgestellt wurde, 
daB eine Anderung der Leitfahigkeit durch die Erstarrung nicht 
stattfindet. ’ 

Die eigene experimentelle Priifung gestaltete sich folgendermaBen : 


Allgemeine Methodik. 


1. Als Membranen fanden Verwendung Fischblasen, Kollodium- 
siickchen, Pergamentschliuche verschiedener Herkunft und Pergament- 
hiilsen von Schleicher & Schiill; alle benutzten Membranen wurden mit 
Hamoglobin gepriift und erwiesen sich bei mehrtagiger Dialyse als voll- 
kommen dicht. 

2. Die Dialysen liefen ausnalimslos als Gleichgewichtsdialysen ; die Dauer 
schwankte je nach der Dichte der verwendeten Membran zwischen 24 und 
140 Stunden. Die Schléiuche wurden méglichst luftdicht durch ein einge- 
bundenes, zugekorktes Glasrohr abgeschlossen, um das AusmaB der Fliissig- 
keitsverschiebung zu beschranken; die AuBenfliissigkeit wurde abgedeckt. 

Die Menge der Ausgangsinnenfliissigkeit schwankte zwischen 10 und 
30 cem, die des AuBenwassers zwischen 50 und 100ccem. Die Wasserver- 
schiebung wurde durch Wagung der AuBenfliissigkeit nach AbschluB der 
Dialyse bestimmt. 

Als Antiseptikum kam teils Campher, teils Toluol zur Verwendung. 

3. In einer Reihe von Versuchen wurden die quantitativen Stickstoff- 
und Natriumanalysen sowohl in der Innen- wie AuBenfliissigkeit zm Zwecke 


') Transact. Chem. Soc. London 117, 1506, 1920. 
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der Kontrolle durchgefiilrt ; in den restlichen Versuchen, in denen nur e/ne 
Fliissigkeit analysiert wurde, ergab sich die Konzentration der anderen 
durch Differenzrechnung. Diese Werte sind in Tabelle III, welche die 
Messungsergebnisse aller durchgefiihrten Dialysen enthalt, durch Sterne 
gekennzeichnet. 
Spezielle Methodik. 
1. Verwendete Caseinatlésungen." 

Caseinat A in Dialyse I bis VI; Alter am Tage des Abschlusses von 
Dialyse V 18 Tage, von Dialyse VI 127 Tage (inkoagulabler Stickstoff = 4 
k = 5,33. 10-4). 

Caseinat B in Dialyse VII bis X; Alter am Tage des Abschlusses von 
Dialyse X 19 Tage; Caseinat C in Dialyse XI bis XII; Alter 4 Tage. 

2. Verwendete Membranen. 

Fischblasen in Dialyse I bis IT; Kollodiumsiackchen in Dialyse III: 
Pergamentschlaiuche in Dialyse IV, V, VII bis X; Pergamenthiilsen von 
Schleicher-Schiill in Dialyse VI, XI, XII. 

3. Verwendete Antiseptica. 


Campher in Dialyse | bis V; Toluol in Dialyse VI bis XII. 





Tabelle 111. 
|| Dauer : Nicht 
| der a in EiweiB Gesamt- koagus Na x, 
Nr. |] = wri hang stickstoff A ie . | Pa 
i Stdn. | || Beginn Ende g 8 ge | 
1 | os i | .20 | 34* 34 00449 0 2,37 | 6,45 
a 100 | 86 0,0017 0 0.65 7,86 
u!o4a7li 20 52* 2+ 0,0369 0,0281 2,53. 6,70 
a 100 , 68 60,0114 0.0102 162° 7,20 
. | i |} 20 | ot + 0.0455" 5,60 7,10 
| = a 10093 0,0037 127 8,12 
I\ %6 l 20 42* 3+ 0,0368* 0.0040 278 7.08 
a 100 =—78 0,0124 0,0047 2.48 7,72 
vy wit 2) 38) = + 00145 == (00127 3.24 7,32 
a 100 89 0.0338 0.0340 3,33 7.58 
VI. 72. «i 30 30,5* 3+ 0,0700* 0,0012  0,0052 3.96 
a 60 595 - 0,0026 0,0010 0,0017°" 0,87 
Vo 48 i 10 —:18* 3+ 00173 0.0011 0,0013 136 651 
a 50 2 + 0,0092 0,0017 0.0010" 065 691 
Vir. 48 isd 18* 3+ 00256 = 00004 0.0016 1,79 6,65 
a «50 50 + 0.0240 0.0040 0.0026 1.20 6,65 
IX 6 i 20 15* 2+ £0,0156 0.0011 0,0015 1.75 6,62 
a 50 O55 + 0,0374 0.0044 0,0031 144 6,77 
x 6 i 20 15,5* 2+ 0,0183 0,0012 0,0016 1.75 6,57 
P a 50 545 + 00338 00027 0.0031 1.28 6.88 
XI 52 i 30 32.5*' 3 + 0,0811* 0.0014 0.0050 3.83 
: a 100 975 0.0008  0,0008 | 0.0019" 0.64 
Xr 52. t_ —30 30* 34+ | 0,0807* 00008 0.0048 3,78 
: a 100 100 0,0012 = 00,0012, -0,0021* = 0.58 
3+ bedeutet milchige Triibung, 2+ deutliche Triibung, + schwache Tribung, deutliche 


Opaleszenz. 
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Vor der kritischen Bewertung der verzeichneten Befunde darf darauf 
hingewiesen werden, daB die gute Ubereinstimmung zwischen den gefundenen 
Additionsmengen des jeweils maBanalytisch in der Innen- und AuBenfliissig- 
keit ermittelten Stickstoffs und Natriums mit den bekannten Ausgangs- 
mengen die im vorigen erwaihnte Differenzrechnung, sowie die vernach- 
laissigte Ungenauigkeit der Natriumbestimmung rechtfertigt. Die Belege 
ergeben sich aus Tabelle IIIa. 


Tabelle I11a. 








Gesamt-N in g Gesamt-Na in g 

N 4 = - = - a a —E 
- berechnet gefunden berechnet gefunden 

I 0,0492 0,0466 _ —_— 

II 0.0492 0,0483 sine ae 

Vv 0,0492 0,0483 _ —_ 

Vil 0,0266 0,0265 -— _ 
Vill 0,0481 0,0496 0,0042 0,0042 
IX 0,0532 0,0530 0,0046 0,0046 
x 0,0532 0,0521 0,0046 0,0047 


Die Durchsicht der Haupttabelle II] erlaubt zunichst folgende 
unmittelbar ersichtlichen Feststellungen : 

1. Es kam ausnahmslos zu mehr oder weniger ausgepragter Eiweib- 
triibung der Innenfliissigkeit. 

Hinsichtlich des Charakters ¢i»s:r Triibung sei bemerkt, daB sie 
sowohl wahrend als auch in der Regel nach der Dialyse stabil blieb, 
also keine Neigung zur spontanen Ausflockung und Sedimentierung 
zeigte ; selbst mehrstiindiges Zentrifugieren ergab nur geringe Mengen 
Bodensatz; nur in den Fillen besonders starker Triibung (+ ++) 
konnte mehrere Tage nach AbschluB der Dialyse der Beginn einer 
Spontansedimentierung mit teilweiser Klarung der tiberstehenden 
Fliissigkeit beobachtet werden. 

In der AuBenfliissigkeit wurde éfters eine deutliche Opaleszenz (=-) 
beobachtet, zu Triibungen jedoch kam es auch in Fallen ausgeprigten 
Durchtritts koagulabler Stickstoffkérper niemals. 

Auf die Begleitumstande dieser aufgetretenen Eiweibtriibungen und 
die Bedingungen ihres Auftretens wird nach Besprechung der chemischen 
Analysenergebnisse zuriickzukommen sein. 

2. Die chemische Analyse der Stickstoffkérper ergab: 1. daB fast 
ausnahmlos im Verlauf der Dialysen wechselnde Mengen nichtkoagu- 
lablen Stickstoffs auftraten, die namentlich bei Campheranwesenheit 
ein ungewohnliches AusmaB erreichten und eine deutliche Abhangigkeit 
von der Zeitdauer der Dialysen erkennen lieBen; 2. dab regelmabig 
durch die Membran in die Aufenfliissigkeit inkoagulable, éfters auch 
koagulable Stickstoffkérper iibertraten, deren Mengen in proportionalem 
Verhaltnis zur Membrandurchlassigkeit und Dialysendauer standen 
(Tabelle IIIb). 
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Tabelle IIIb. 
Nr. _ Entstandener Diffundierter _ Diffundierter _ 
inkoagulabler N Gesamt«N koagulabler N 
I =H 3,5 3.5 
II 77,8 23,2 24 
Ill _- 75 — 
IV 17,6 25,2 15.6 
Vv 94,5 68,7 0 
VI 3,0 3,7 2,2 
VII 10,5 34.5 28.6 
VIII 9.2 49.9 41.6 
IX 10.3 66,5 58,3 
xX 7,3 63,5 58.5 
XI 2,9 1,0 “ 
XII 24 15 “ 


Die angegebenen Werte sind in Prozenten des Gesamtstickstoffs der 
jeweils verwendeten Ausgangscaseinatmenge ausgedriickt. 


Zum Verstindnis der Nebentabellen (I]1a bis [11 g) miissen jeweils 
die entsprechenden Stibe in der Haupttabelle HI eingesehen werden. 

3. Die chemische Analyse des Natriums konnte regelmabig Membran- 
passage desselben feststellen, wobei ebenfalls Dialysendauer und 
Membrandurchlassigkeit ausschlaggebenden EinfluB nahmen; die Ver- 
teilung des Natriums auf Innen- und AuBenfliissigkeit erfolgte bei 
geniigender Membrandurchlassigkeit so, daB die absoluten Innen- 
mengen hinter den AuBenmengen zuriickblieben (Tabelle Lc). 


Tabelle Ill c. 





Dialysen Nr. VI vil Vill IX xX XI XI 


Diffundiertes Natrium in 
Proz. d. Gesamtnatriums 
der verwendeten Aus- 
gangs-Caseinatmenge . 24.6 43.5 643 674 67.4 275 304 


Die geringe Durchlissigkeit der Pergamentmembranen von 
Schleicher & Schiill ist auch in Tabelle IIIb aus den auBergewéhnlich 
geringen diffundierten Stickstoffmengen ersichtlich. 

4. Die Hydroxylionen zeigten ein gesetzmiBiges Verhalten im 
Sinne einer geringeren Konzentraticn in der Innenzelle. 

5. Die Feststellung des Leitvermégens ergab ausnahmslos einen 
Ubertritt leitender Stoffe in die AuBenfliissigkeit, dessen Ausma8 in 
Proportion zur Dialysendauer und Membrandurchlassigkeit sowie 
zum Umfang des Auftretens inkoagulablen Stickstoffs stand. 

Die wechselseitige Gegeniiberstellung dieser Befunde erlaubt 
weiterhin folgende Feststellungen und Schliisse : 
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1. Das Auftreten von sichtbaren EiweiBfallungen im Dialysat ist 
abhaingig von dem Ausma des EiweiBzerfalls tiberhaupt, indem bei 
Bildung gréBerer Mengen inkoagulablen Stickstoffs (Dialyse I] und V) 
verstandlicherweise schon aus diesem Grunde keine oder nur geringe 
Eiweibtriibung entstehen kann (in Dialyse III wurde die Bestimmung 
des nicht keagulablen Stickstoffs leider nicht durchgefiihrt, in Dialyse I 
und IV wurde bei starker Triibung kein oder ein verhaltnismabig 
geringer Eiweibzerfall beobachtet, in Dialyse VI bis XI schlieBlich 
braucht die Méglichkeit einer Verhinderung der EiweiBtriibung durch 
zu groBen Eiweifzerfall auf Grund seines geringen Ausmabes nicht 
in Erwigung gezogen werden); vor allem aber ist die Triibung der 
Innenfliissigkeit bestimmt von dem Ausmaf des Natriumiibertritts 
in die AuBenfliissigkeit, indem das Dialysat bei geniigendem Natrium- 
verlust regelmaBig mehr oder weniger starke Triibungen  erfihrt 
(Dialyse VI bis XII). 

In diesem Zusammenhang darf darauf hingewiesen werden, dai der 
ausgepragte Durchtritt koagulabler Eiwei®kérper durch absolut hamo- 
globindichte Membranen (Dialyse VII bis X) bzw. die Verhinderung eines 
starkeren CaseineiweiBdurchtritts nur durch solehe Membranen, welche 
auch die inkoagulablen N-K6érper und das Natrium nur schwer durch- 
treten lassen (Dialyse VI, XI bis XII), auf ein sehr kleines Molekulargewicht 
des Caseins hinweisen, wie ja auch die Untersuchungen Pau*** auf ein solches 
von 3000 im neutralem Caseinat hindeuten, welcher Wert um ein Vielfaches 
hinter dem der anderen EiweiSkérper zuriicksteht. Auch EF. J. Kohn und 
J.L. Hendry (Journ. of gen. phys. 5, 1923) bestimmten ein  kleineres 
Molekulargewicht bei Casein als bei Hamoglobin. 

2. Das ungewéhnlich hohe Ausmab des Eiweibzerfalls im Rahmen 
der ersten Dialysenserie (Campher), welches das der zweiten Serie 
(Toluol) bedeutend wtbertrifft, scheint in Abhangigkeit von der Art 
des verwendeten Antiseptikums zu stehen, worauf schon einleitend 
bei der Beurteilung der Versuche Platiners und Fischenich-Polanyis 
hingewiesen wurde. Zerfallserscheinungen dirfen daher nur im Rahmen 
der zweiten Dialysenserie mit geniigender Sicherheit auf (nicht 
bakterielle) autolytische Zersetzung bezogen werden. 

3. Die Feststellung eines ausgeprigten Natriumiibertritts bei 
fehlendem oder geringem Stickstoffdurchtritt und gleichzeitiger Eiweib- 
triibung im Dialysat erbringt den sicheren experimentellen Nachweis 
membranhydrolytischer Vorgainge. Das iibergetretene Natrium kann 
sich jedoch nicht in seiner Gesamtheit als Hydroxyd in der AuBen- 
fliissigkeit befinden, da die GréBenordnung seiner Konzentration in 
keinem Verhiltnis zu der um vieles geringeren Hydroxylionenkonzen- 
tration der AuBenfliissigkeit steht; es muB also ein Teil des Natriums 
ein anderes Gegenion besitzen als welches vor allem Stickstoffkérper 
und HCO,, méglicherweise aber auch PO,’ (bzw. H,PO,, H PO4) (aus 
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abgespaltenem Caseinphosphor) in Betracht gezogen werden kénnen. 
Eine Entscheidung dieser Frage soll nach Erérterung des Verhaltens 
der Leitfahigkeiten versucht werden. 

4. Die Beurteilung des Verhaltnisses der Leitfihigkeiten wurde 
in gleicher Weise wie in Tabelle I] durch Reduktion auf das Ausgangs- 


volumen durchgefihrt. 
Tabelle I1ld. 





Reduzierte A = 10-+ Gesamt-A 





Nr. ——_——— — "= in Proz. der 

innen auben 4 Ausgangs- 4” 
I 4,05 2.80 6,85 138 
II 6,58 5,51 12,09 243 
Ill 756 591 13,47 271 
IV 5,84 9,67 15,51 311 
Vv 5,02 14.81 19.83 398 
VI 4,03 1,72 5,75 108 
vin 2.45 2,73 5,18 101 
VIll 1,79 3.33 5,12 99 
IX 131 3.96 5,27 102 
xX 1,36 3,49 4,85 94 
XI 4.15 2.08 6,23 107 
XII 3,78 2.10 5.88 99 


Als Ergebnis dieser Betrachtung darf also verzeichnet werden, 
daB in den Campherdialysen der ersten Serie, in deren Verlauf mehr 
oder weniger ausgeprigter Stickstoffzerfall offenkundig wurde, wie in 
den Versuchen Plattners, eine sehr bedeutende Zunahme des Gesamt- 
leitvermégens auftrat, die in der Dialyse V, bei welcher fast alles Eiweib 
in nicht koagulable Stickstoffkérper tibergefiihrt wurde, das Vierfache 
des Ausgangsleitvermégens erreichte. In den Toluoldialysen der zweiten 
Serie hingegen blieb eine Zunahme des Gesamtleitvermégens aus oder 
erreichte nur eine geringe GréBe von maximal 108 Proz. 

Dieser Befund muB insofern besondere Beachtung erfahren, als 
bei einfacher Verdiinnung neutraler Alkalicaseinate eine relative Zu- 
nahme des Leitvermégens beobachtet wurde. 

Pauli und Matula (1. c.) bestimmten ihr AusmaS in Bestatigung und 
Erweiterung einer urspriinglick von Laqueur und Sackur (|. ¢.) durch- 
gefiihrten Messungsreihe mit 10 Proz. bei zweifacher, 23 Proz. bei vier- 
facher, 36 Proz. bei achtfacher Verdiinnung'), Fischenich und Polanyi (1. c.) 
gaben sogar eine Erhéhung von 65 Proz. bei zehnfacher Verdiinnung an. 


1) Es wurde ein 0,025n Natriumcaseinat bei einem Caseingehalt 
von 2,84 ¢-Proz. (also V = 40) bis V = 640 verdiinnt; fiir die obige Be- 
rechnung wurde als Ausgangslésung die erste Verdiinnung (V = 80) in 
Betracht gezogen, deren Normalitét n = 0,0125, Caseinkonzentration 
= 1,42 g-Proz. und spezifische Leitfahigkeit k = 6,41.10-4 am ehesten 
mit den hier verwendeten Caseinatlésungen verglichen werden konnte; 
das reduzierte Leitvermégen stieg bei zwei-, vier-, achtfacher Verdiinnung 
auf k = 7,02 —— 7,88 — 8,72. 10-4 an. 
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Da in den eigenen Dialysen die Caseinatmenge zum Aubenwasser 

in einem Verhiltnis 
wan as . ww es =) ee 
1: a any hag ky ds a VII 
:; VIII 

IX, X 

XI, XII 
stand, die Verdiinnung also bei Annahme vélligen Ausgleichs ein rund 
sechsfaches (VII), viereinhalbfaches (XI, XII), vierfaches (VIII), drei- 
einhalbfaches (IX, X) und dreifaches (VI) AusmaB erreichte, wire eine 
relative Erhéhung des reduzierten Leitvermégens von rund 30 Proz. 
(VII), 26 Proz. (XI, X11), 23 Proz. (VIII), 19 Proz. (IX. X) und 16 Proz. 
(V1) zu erwarten gewesen. 

DaB diese Leitfahigkeitszunahme im Rahmen der Dialysen, also 
bei Anwesenheit einer trennenden Membran, ausblieb, mu8 offenbar 
auf deren EinfluBnahme im Sinne einer Verhinderung des bei gewéhn- 
licher Verdiinnung eintretenden vélligen Ausgleichs bezogen werden. 

5. Die Entscheidung der unter 4. aufgeworfenen Frage iiber die 
Art des Gegenions des diffundierten Natriums, soweit die Leitfaihigkeit 
nicht durch OH’ gedeckt wird, darf auf Grund folgender experimenteller 
Betrachtung versucht werden. 

PO, (bzw. H,PO, und HPO) darf ausgeschlossen werden, da 
die qualitative Priifung auf dieses Anion in der AuBenfliissigkeit von 
drei Dialysen, in denen wenig Stickstoffkérper die Membran passierten 
(VI, XI, XII), ein negatives Ergebnis aufwies. 

Die Priifung erfolgte in den (eiweiBfreien und gekochten) AuBenfliissig- 
keiten mittels der Chlorbarium- ind Molybdanreaktion in der iiblichen 
Weise ; es trat weder ein WeiBer noch ein gelber Niederschlag auf. 

Um iiber das quantitative AusmaB einer Wechselwirkung zwischen 
dem Natrium der AuBenfliissigkeit und der Luftkohlensiure AufschluB 
zu erhalten, wurden folgende orientierende Untersuchungen durch- 
gefiihrt: 

Es wurden in drei Versuchen je 20 cem n/100 NaOH durch Fisch- 
blasen sowie Pergamentmembranen gegen je 100 ccm Wasser in 
gleicher Weise wie in den Caseinatversuchen dialysiert. Bei Reduktion 
der innen und auBen bestimmten Leitfahigkeitswerte auf das Ausgangs- 
volumen ergaben sich Abfille des reduzierten Leitvermégens um 
53,2, 52,9 und 52,7 Proz., entsprechend der geringeren Wanderungs- 
geschwindigkeit des HCO; (v = 46,1)') gegeniiber der des OH’. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse scheint die Wahrscheinlichkeit 
einer Wechselwirkung zwischen Na und HCO, auch in den Caseinat- 


1) Kendall, Journ. of Amer. Chem. Soc. 1921. 
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versuchen gegeben, in welchen das diffundierte Na der AuBenfliissigkeit 
durch die vorhandenen OH’ und Stickstoffkérper nicht gedeckt werden 
kénnen. 

Der zur Beurteilung dieser Verhaltnisse durchgefiihrte Vergleich 
der Natrium-Stickstoffrelation in der jeweiligen Caseinatausgangs- 
lésung einerseits, der Innen- und AuBenfliissigkeit nach Abbruch der 
Dialyse andererseits ergibt folgende Mengen Stickstoffkérper auf 
| Grammiaquivalent Natrium (N,¢,,)): 


em . oe oe te Re 
ee Ra Viats Je a te Re 
Cc 273,02 


” ” 


wihrend in den Dialysenfliissigkeiten folgende Beziehungen herrschen. 


Tabelle I1le. 


Auf 1 Grammaquivalent Natrium entfallende Stickstoffmenge (in @¢): 
in der Innenfliissigkeit = Ni), in der AuBenfliissigkeit = Ni). 





: Nii) Nia) 

- No Nia) N(Cas) N(Cas) 
VI 3006 35,3 1,25 0,14 
Vil 306,0 211.6 115 0,80 
Vill 367.9 2124 139 0,80 
IX 269,7 262,6 101 0,99 
X 263,0 250,8 0,99 0,94 

XI 373,1 9,7 1,37 0,035 

XI 386,7 13,1 1,42 0,048 


Die Betrachtung der Tabelle zeigt, daB in der Innenzelle aller 
Dialysen auBer IX und X, in welchen extreme Membrandurchlissigkeit 
und Dialysendauer zu voélligem Ausgleich zwischen Innen- und AuBen- 
fliissigkeit fiihrten, eine ausgesprochene relative Zunahme des stickstoff- 
haltigen Anteils gegeniiber dem Natriumanteil, in der AuBenzelle 
hingegen in den gleichen Versuchen ein korrespondierendes relatives 
Absinken der Stickstoffkérper, bezogen auf das Aquivalent Natrium, 
in Erscheinung tritt. Wahrend also das Natrium der Innenfliissigkeit 
einem StickstoffkérperiiberschuB gegeniibersteht, bleibt ein mehr oder 
weniger groBer Anteil des Natriums der AuBenfliissigkeit ungedeckt 
und mu demgemaB einem anderen Gegenion zugeordnet werden. 

Das Ausma8 dieses ungedeckten Natriumanteils, ausgedriickt 
in Prozenten des Gesamtnatriums der AuBenfliissigkeit ergibt sich aus 
folgender Tabelle IIIf. 

Tabelle 111}. 





Dialyse Nr Vl Vil vir sIX x XI XII 


Ungedecktes Natrium (a) 86 20 20 1 6 97 95 
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Auf Grund dieser Befunde darf also die Berechnung des spezifischen 
Leitvermégens der Innen- und AuBSenfliissigkeit in folgender Weise 
zur Durchfiihrung kommen: 

Als Gegenion wird in der Innenzelle der Dialysen VI, VII, VIII, 
XI, XII, in welchen die Lésung des Natriums im Stickstoffkérper- 
iiberschuB erfolgt (Caseinat)’’’ (Casein), mit der Wanderungsgeschwindig - 
keit v = 28 (dem entsprechenden, von Pauli angegebenen Wert), in den 
Dialysen IX, X, in welchen die gleiche Natrium-Stickstoffkérperrelation 
wie im Ausgangscaseinat aufrechterhalten bleibt (Caseinat)’’’, mit der 
Wanderungsgeschwindigkeit v = 30 (Pauli) eingesetzt; in der AuBen- 
zelle hingegen wird HCO; mit der Wanderungsgeschwindigkeit v = 46,1 
in jenem Ausmaf in Rechnung gestellt, welches aus dem Defizit der 
Stickstoffkérper sich ergibt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der 
N-Kérper wird mit v = 30 eingesetzt, da angenommen werden darf, 
daB die entsprechenden Werte des Caseinats und seiner hochmoleku- 
laren Spaltprodukte wenig voneinander abweichen. Die Beriick- 
sichtigung der OH’ darf entfallen, da die GréBenordnung ihrer Kon- 
zentration zu klein ist, um das Rechnungsergebnis zu beeinflussen. 

Die solcherweise berechneten spezifischen Leitfahigkeiten der 
Innen- (Ajpe,) und AuBenfliissigkeit (4,,,,) und ihr Verhalten zu den 
yefundenen Leitfahigkeiten (kj j64. Aagta.) Sind in folgender Tabelle 
zusammengestel lt. 


Tabelle 111q. 





Nr. 


Te Ki) ber. (i) get. —— K(a) ber. (a) get. 


10-4 ae 


K (i) ber. Natriums (a) sat 


cs > 
Natriums (i) Ka) ber 


VI 0.0074 5,77 0,69 0,0013 1,22 0,71 
Vil 0.0031 2.42 0.56 0,0010 0.83 0,78 
VIII 0.0039 3.04 0.59 0.0023 1,92 0,63 

IX 0.0043 3.44 051 0.0024 1,92 

x 0.0045 3,60 0,49 0,0025 2.02 

XI 0,0067 5.21 0.74 0,00083 0.80 
XII 0,0069 538 0.70 0,00093 0,90 


Das Verhaltnis kgg /kper, kann als mittlerer Leitfahigkeitskoeffizient 
(im Sinne der klassischen Dissoziationstheorie als mittlerer Dissoziations- 
grad) der Natriumsalze der Innen- bzw. AuBenfliissigkeit bezeichnet 
werden. Es ist nun ersichtlich, daB diese mittleren Leitfaihigkeits- 
koeffizienten in der Innenfliissigkeit kleinere GréBen (0,49 bis 0,74) 
darstellen, wie in der AuBenfliissigkeit (0,63 bis 0,80), daB also der 
CaseiniiberschuB8 in der Innenzelle eine stairkere Inaktivierung von 
Na nach sich zieht. Wohl sind auch in der AuBenfliissigkeit die mittleren 
Leitfahigkeitskoeffizienten nicht so groB, wie man bei Natriumsalz- 
lésungen solcher Konzentration im allgemeinen beobachtet, doch 
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kénnen sie in Anbetracht der unvermeidbaren Unsicherheit, die der 
zugrundeliegenden Berechnungsweise anhaftet, als durchaus plausibel 
fiir eine einfache Auffassung des physiko-chemischen Verhaltens von 
Alkalicaseinaten angesehen werden. 


Zusammenfassend darf also gesagt werden: 

1. Entsprechend hergestellte und unter. Toluol bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrte neutrale Natriumcaseinate erfahren innerhalb 
mehrmonatiger Beobachtungszeit keine Anderung ihres Leitvermégens 
und keine autolytische Zersetzung, wie sich am Ausbleiben inkoagulabler 
Stickstoffkérper erkennen 14Bt. Die Beurteilung des autochthonen 
Leitvermégens neutraler Alkalicaseinate und der Ergebnisse aller 
darauf beruhender Folgeuntersuchungen wird durch das Vorkommen 
sekundirer, durch verschiedene (z. B. membrandialytische) EinfluB- 
nahme bewirkter Zerfallsvorginge nicht berihrt. 

2. Bei Membrandialyse neutraler Natriumcaseinate kommt es 
hingegen’ trotz sicherer Vermeidung bakterieller Zersetzung zu ge- 
ringem, autolytischem Zerfall des Caseins, kenntlich am Auftreten 
nichtkoagulabler Stickstoffkérper. Eine Erhéhung des Gesamtleit- 
vermégens tritt dabei nicht oder nur in geringem AusmaB in Er- 
scheinung. Der Vorgang kommt in der Weise zur Beobachtung, daB 
neben mehr oder weniger bedeutendem Ubertritt inkoagulabler (und 
auch koagulabler) N-Kérper, deren Ausmaf von Membrandichte und 
Dialysendauer bestimmt wird, bei geringer Vermehrung der OH’. 
Konzentration in der AuBenfliissigkeit bedeutende Natriummengen 
nachgewiesen werden kénnen, wihrend in der Innenzelle unter Ver- 
minderung der OH’-Konzentration EiweiBbtriibungen (zumeist) stabiler 
Natur auftreten. Da das Natrium der AuBenfliissigkeit durch OH’ nur, 
zu verschwindendem Anteil kompensiert wird, miissen als Gegenionen 
zunichst diffundierte N-Kérper, im Falle nicht genitigender Anwesenheit 
derselben aber HCO; in Betracht gezogen werden; phosphorhaltige 
Gegenionen kénnen ausgeschlossen werden. Die auf solcher Grundlage 
berechnete Inaktivierung des Natriums der AuBenfliissigkeit betriagt 
im Mittel 28,6 Proz. 

Bei nicht sicherer Vermeidung bakterieller Zersetzung erreicht 
der Caseinzerfall ein sehr groBes AusmaB. unter gleichzeitiger Ver- 
mehrung des Leitvermégens auf ein Vielfaches des Ausgangswertes. 


to 
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Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen und lonen- 
durchlissigkeit von Membranen. 


VIII. Mitteilung: 
Die Permeabilitat der getrockneten Koliodiummembran fiir Nichtelektrolyte. 


Von 
Akiji Fujita. 
(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 12. November 1925.) 


In der Membran aus vdllig ausgetrocknetem Kollodium hatten 
wir ein Objekt kennengelernt, welches wegen der Analogie seiner Per- 
meabilitat mit gewissen physiologischen Membranen besonders inter- 
essant ist. Die Permeabilitét an dieser Membran wurde bisher syste- 
matisch nur fiir Elektrolyte untersucht!). Es zeigte sich, daB die 
Membran fiir beliebige Anionen impermeabel, aber fiir eine Reihe 
von Kationen, namlich fiir einwertige Kationen permeabel ist, daB die 
Reihenfolge der Permeabilitat der verschiedenen einwertigen Kationen 
qualitativ zwar dieselbe ist wie cie Reihenfolge der Beweglichkeit im 
Wasser, aber die Unterschiede auBerordentlich viel gréBer als im Wasser 
sind. In der jetzigen Arbeit soll untersucht werden, wie die aus- 
getrocknete Kollodiumhiilse sich gegen Nichtelektrolyte verhalt. 

. Die Methode bestand in der Messung der Diffusionsgeschwindigkeit 
einer m/10 Lésung der verschiedenen Stoffe gegen reines Wasser, 
welches durch eine soleche Membran von der Lésung getrennt war. 
Zunaichst wurden qualitative Versuche angestellt, indem von Tag zu 
Tag an einer Probe des Wassers der Durchtritt der Substanz gepriift 
wurde. Bei der Untersuchung fliichtiger Substanzen wurde die Kollo- 
diumhiilse durch einen mit Paraffin getrinkten Korkpfropfen ver- 
schlossen, der mit einem Baumwollfaden befestigt wurde, der VerschluB 


1) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 161, 47, 1925 und 
164, 23, 1925. 
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nochmals mit Paraffin gedichtet und das Ganze in ein luftdicht ver- 
schlossenes GefaB, welches die andere Lésung enthielt, eingesetzt. Die 
Dicke der Hiilsen kann durchschnittlich auf etwa 0,1 mm oder etwas 
kleiner veranschlagt werden. Auf diese Weise ergab sich, daB schon nach 
einem Tage der Durchtritt deutlich nachweisbar war bei Aceton, Methy!- 
alkohol, Athylalkohol, Propylalkohol, Butylalkohol, Allylalkohol, Form- 
aldehyd, Formamid, Anilin, Chloroform, erst nach mehreren Tagen bei 
Chloralhydrat, Methylurethan, Athylurethan, Acetamid, Athylenglykol, 
Monochlorhydrin, Amylalkohol, Octylalkohol, Heptylalkohol, Phenol, 
Tributyrin, Glykokoll, Glycerin, Monoacetin, gar kein Durchtritt wurde 
beobachtet bei Mannit, Traubenzucker, Fruchtzucker, Rohrzucker. 
Diese Substanzen bilden eine Auswahl geniigend verschiedener Typen 
und sind zum groBen Teil dieselben, welche Collander') bei seinen 
Diffusionsversuchen mit der Ferrocyankupfermembran angewendet hat. 
Alle diese Substanzen wurden, soweit sie geniigend léslich waren, in 
m/10 Lésung, anderenfalls in ges&ttigter Lésung angewendet. Der 
Nachweis der verschiedenen Alkohole, Saureamide, Athylenglykol, 
Monoacetin, Monochlorhydrin, Chloroform, Chloralhydrat, Mannit, 
Formaldehyd geschah durch Reduktion von Chromsiure, bei den 
héheren schwer léslichen Alkoholen und Tributyrin stalagmometrisch, 
bei Phenol durch Bromwasser, bei Anilin durch die Isonitrilreaktion, 
bei Glykokoll durch Stickstoffbestimmung, bei den Zuckern mit den 
iiblichen Reagenzien, Um diese Versuche einigermaBen quantitativ 
zu gestalten, wurde folgendes Verfahren angewendet. In das aduBere 
Wasser wurde eine der leicht durchgingigen Substanzen, 0,1 Mol pro 
Liter, als Vergleichssubstanz, und gleichzeitig eine zweite Substanz, 
ebenfalls ungefaihr 0,1 Mol pro Liter, gebracht und nach geeigneter 
Zeit in der Innenfliissigkeit die Vergleichssubstanz und die andere 
quantitativ bestimmt. Wahrend der Diffusion ist die Kollodiumhiilse, 
wie erwahnt, mit paraffiniertem Korkpropfen gut verschlossen und 
das Ganze in luftdicht verschlossenem GefiB aufbewahrt. In den 
meisten Fallen waren nach Beendigung des Versuchs weniger als 10 Proz. 
der Substanz herausdiffundiert. Daher war die treibende Kraft der 
Diffusion, der Unterschied des osmotischen Partialdrucks der Substanz 
in beiden Fliissigkeiten, praktisch waihrend der Versuchsdauer konstant, 
und das Verhaltnis der durchgetretenen Mengen der beiden Stoffe 
konnte daher als das Verhaltnis der Diffusionskoeffizienten innerhalb 
der Membran betrachtet werden. Als Vergleichssubstanz wurde in 
allen Versuchen Harnstoff verwendet. Dabei wurden folgende Be- 
stimmungsmethoden verwendet. Harnstoff wurde bestimmt durch 
das Mikrokjeldahlverfahren nach Bang, Aceton jodometrisch, und div 


1) R. Collander, Kolloidchem. Beihefte 19, 72, 1924. 
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anderen Substanzen wurden durch die Chromséuremethode bestimmt, 
welche von Bang") zur Mikrofettbestimmung ausgearbeitet worden ist. 
Die Methode wurde fiir jede Substanzart vorher empirisch geeicht. 
Ks ergab sich, daB innerhalb der fiir unsere Analyse in Betracht kommen- 
den Mengenverhaltnisse die verbrauchte Menge der Chromsaure der 
Substanzmenge ziemlich genau proportional war und die Gegenwart 
von Harnstoff nicht stérend wirkte, so daB die Methode fiir unsere 
Zwecke hinreichend genau ist. Die Tabelle I zeigt Beispiele der 
Eichungsanalysenzahlen. Zur Berechnung der diffundierten Substanz- 
menge wurde folgendermaBen verfahren. Nach Beendigung des Versuchs 
wurde zunachst eine andere Probe derjenigen Lésung, welche als AuBen- 
lésung benutzt worden war, nach zehnfacher Verdiinnung mit Wasser 
in zwei bis drei Parallelversuchen, in der Regel in einer Menge von 
| bzw. 2 bzw. 5 ccm, analysiert, sodann entsprechende Analysen mit 





Tabelle I. 
m/100 Harnstoff + ungefahr m/100 X. 
Verbrauchte Pro com X 
Gebrauchte n/10 Chroms | verbrauchte 
Xx X-Menge | sduremenge Chromsaure- Mittel 
|  (korrigiert) menge 
com | ccm ccm 
. | l 0 0 | 
Harnstoff ohne Zusatz \ 5) 0 6 0 
1 0,544 0,544 
Methylalkohol - - - | 2 1,036 0,518 0,535 
5 2,710 0,542 
ten 2 0,658 0,329 |) : 
Athylalkohol . - - - : 784 0356 «| (0842 
| 1 0,544 0,544 | 
Propylaikohol - «- - 2 1,110 0,555 0,539 
5 2,600 0,520 
] 0,920 0,920 | 
Butylalkohol - - - - 2 1,852 0,926 0,911 
5 4,430 0,886 
1 0,179 0,179 l 
Formamid +--+: - 2 0,400 0,200 0.186 
5 0,906 0,181 
1 1,122 1,122 l 
Monoacetin- + + + + 2 2,053 1,026 1,050 
5 5,022 1,004 . 
te P arn 1 1,043 1,043 
Athylenglykol : one 0'985 1,014 
1 0,179 0,179 
Chloralhydrat 2 0,395 0,197 0,184 
, 5 0,880 0,176 


1) J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 5. Aufl., 8S. 38. 
Miinchen und Wiesbaden, Bergmann, 1922. 
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der Innenlésung im unverdiinnten Zustande gemacht. Durch Vergleich 
der Analysenzahlen wurde der Grad der Diffusion beider Substanzen 
relativ zueinander berechnet. _ 

Bei der Bestimmung von Formamid wurde zunachst die gesamte 
Stickstoffmenge bestimmt, dann die Formamidmenge durch Chromsaure 
bestimmt und durch Subtraktion hieraus die Harnstoffkonzentration 
berechnet. Die Versuche ergaben folgendes (Tabelle II). 


Tabelle II. 
Diffusionsversuch mit getrockneter Kollodiumhiilse. AuBenlésung: m/10 
Harnstoff + m/10X. In den Eisschrank gelegt. Die einzelnen Zablen 
sind die Resultate mit verschiedenen Hiilsen. 





Konzentration Konzentration 
des Harnstoffs von \ 
in Millimol in Millimol 
pro Liter pro Liter 


Diffusions: 
verhaltnis 
¥:0¢ 


Diffusions- 
dauer in 
Tagen 


4,08 37,20 9.10 

Methylalkohol j 481 46.60 9,70 » 9.243 
431 38,40 8.93 
2.84 20.70 7,30 

Acetom+ + + + 1.69 12.20 7,22 7.080 
2.34 15,70 6,72 
7,15 35,20 4.92 

Formamid - - j 12,90 42,30 8.28 4.111 
9.50 39,20 4,13 
531 15,50 2.72 
; 3,12 8.41 2,70 
Athylalkohol - j 5,04 13,38 2.65 
6,85 23,60 3,44 
538 18,30 3,40 
3,13 401 1,28 

Propylalkohol 5.61 5,26 0.94 1.033 
3,24 2.87 0.88 

a , 4.85 4.02 0.83 ‘ 

Butylalkohol - 908 7'46 0'82 0,825 
M. 5,27 1,85 0,35 

Athylenglykol 8,27 2,22 0,27 0,270 
9.55 1.79 0.19 
11,20 2,98 0,27 

Glycerin - + - 19,40 3,33 0.17 0.220 
10,78 2.37 0.22 
3,98 0,43 0.11 

Chloralhydrat - ‘ 10,30 1,14 0,11 0,107 
10,00 0,97 0,10 
3,02 0,23 0,076 

Monoacetin - } 3.06 0,23 0,075 0,078 
4.40 0,32 0,082 
a-Monochlor- 2.39 0,16 0,068 

hydrin + - - 19,60 1,26 0,064 0,067 
19.40 1,35 0.069 
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An dieser Tabelle ist auffallig, in wie weitem MaBe die Diffusions- 
koeffizienten der verschiedenen Substanzen sich unterscheiden. Man 
gewinnt sofort den Eindruck, daB dieselbe Erscheinung vorliegt, wie 
fiir die durchgaingigen Kationen nach unseren friiheren Mitteilungen’). 
Die Reihenfolge der Durchgangigkeit war dieselbe wie die Reihenfolge 
der Diffusion im Wasser, aber die Unterschiede waren auBerordentlich 
verstarkt. Ahnlich scheint es jetzt bei den Nichtelektrolyten zu sein. 
Um dies mit Sicherheit aussagen zu kénnen, wire es wiinschenswert, 
die Diffusionskoeffizienten dieser Substanzen fiir wisserige Lésungen 
zu kennen. In der Literatur liegt nur fiir einen ziemlich kleinen Teil 
dieser Substanzen eine Angabe des Diffusionskoeffizienten vor. Wir 
muBten deshalb diese Zahlen selbst bestimmen. Die exakte Bestimmung 
eines Diffusionskoeffizienten gehért zu den schwierigsten Aufgaben, 
aber fiir unsere Zwecke geniigen Naherungswerte. AuBerdem brauchen 
wir nur den relativen Wert im Verhaltnis zu irgend einer Vergleichs- 
substanz. Wir wendeten zur Bestimmung der relativen Diffusions- 
koetfizienten folgendes Verfahren an: Wenn man die Diffusion durch 
eine auf gewéhnliche Weise, also nicht ausgetrocknete Kollodium- 
membran stattfinden l4Bt, so ist zu erwarten, daB die relativen Diffu- 
sionskoeffizienten in der Membran kaum anders sind als in reinem 
Wasser. Fiir die Diffusion von Elektrolyten kénnen wir das leicht 
beweisen. Wir hatten friiher beschrieben'), daB bei der Diffusion 
z. B. von n/10 KCl und n/100 KCl in durchaus getrocknetem Kollodium 
eine P.D. von beinahe 57 Millivolt entsteht, und daB in direkten 
Diffusionsversuchen eine Diffusion von KCl tiberhaupt nicht nach- 
weisbar ist. Dies war das Zeichen dafiir, daB der Diffusionskoeffizient 
des Cl-Ions und des K-Ions, welche im .Wasser einander praktisch 
gleich sind, sich in der Hiilse bis zu einem Verhaltnis von beinahe 1 : o 
verschoben hatte. Bei Anwendung einer Pergamentmembran verschob 
sich das Verhaltnis?) nur etwa auf 1: 1,6, und bei einer gewéhnlichen, 
nicht getrockneten Kollodiummembran war, wie wir friiher berichteten, 
die P. D. noch sehr viel geringer als beim Pergament, meist nur 2 bis 
5 Millivolt, woraus eine nur sehr unbedeutende Anderung des relativen 
Diffusionsvermégens des K’ und des Cl’ durch die Membran folgt. 
Daraus ergibt sich, daB die Diffusionskoeffizienten der verschiedenen 
Substanzen in der leicht durchlassigen, offenbar sehr grobporigen Mem- 
bran so gut wie gar nicht geandert werden, wenn die Substanzen nicht 
geradezu kolloid sind. Wir kénnen daher den mit einer durchlissigen 
Kollodiummembran bestimmten Diffusionskoeffizienten als praktisch 


1) L. Michaelis und A. Fujita, |. c. 
2) A. Fujita, |. c. Uber die Berechnung siehe L. Michaelis, Journ. of 


gen. Physiol. 8, 33, 1925. 
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gleich dem fiir Wasser giiltigen Koeffizienten betrachten, und in der 
Tat zeigte sich in unseren Versuchen, daB fiir diejenigen Substanzen, 
von denen in der Literatur ein Diffusionskoeffizient angegeben ist, die 
mit der durchlassigen Kollodiummembran  bestimmten relativen 
Diffusionskoeffizienten praktisch mit den anderen iibereinstimmen, 
soweit die nicht sehr gut itibereinstimmenden Zahlen aus der 
Literatur dies auszusagen gestatten. Danach gestaltet sich die 
Methode folgendermaBen : 


Eine Lésung, welche 0,1 Mol KCl pro Liter als Vergleichssubstanz 
und die zu untersuchende Substanz in angenadhert derselben Kon- 
zentration enthielt, wurde in ein Becherglas eingefillt und in dieses 
eine gewohnliche, leicht durchlassige Kollodiummembran mit reinem 
Wasser eingetaucht, eine geeignete Zeit lang, in der Regel 3 Minuten, 
unter leichter schiittelnder Bewegung gehalten, dann herausgenommen 
und der Inhalt der Hiilse quantitativ auf Chlor und die zweite Substanz 
untersucht. Die Diffusionszeit wurde immer nur so lange ausgedehnt, 
daB héchstens 10 Proz. (gelegentlich bis 12 Proz.) der Substanzen 
durehgetreten waren, das osmotische Diffusionsgefille konnte also 
wahrend der Versuchszeit als annéhernd konstant angesehen werden, 
und das Verhaltnis der gefundenen Menge Chlor und der anderen 
Substanz kann als Anna&herungsma® fiir die relativen Diffusions- 
koeffizienten der beiden Substanzen betrachtet wérden, wobei der 
Koeffizient des KCl als Einheit dient. Auf diese Weise ergaben sich 
folgende Zahlen (Tabelle ITI). 


Betrachten wir die Diffusionskoeffizienten fiir die leicht durch- 
lassige Kollodiummembran, die wir praktisch wohl gleich denen der 
freien Diffusionskoeffizienten setzen kénnen, so spiegelt sich darin 
ungefahr das aus der Literatur!) bekannte Tatsachenmaterial wieder. 
Die Uhereinstimmung dieser Koeffizienten bei den verschiedenen 
Autoren und verschiedenen Methoden ist meist nicht gut, und meist 
zeigt sich auch ziemlich bedeutende Abhangigkeit des Koeffizienten 
von der Konzentration, aber das allgemeine Bild wird doch richtig 
wiedergegeben. Der Umstand, da8 der Diffusionskoeffizient der einen 
Substanz durch die Gegenwart der Vergleichssubstanz etwas verindert 
werden kénnte, diirfte keinen gréBeren Fehler verursachen als die 
iibrigen Unsicherheiten der Methode. 

Die GréBe der Koeffizienten schwankt zwischen dem am leichtesten 


und dem am schwersten diffusiblen Stoff unserer Versuchsreihe (Methy!- 
alkohol und Traubenzucker) nur zwischen 1 und 0,44. Vergleichen wir 


1) Landolt-Bérnstein, Physikalisch-chemische Tabellen, 5. Aufl., 1, 68. 
Berlin 1923. 
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Tabelle I11. 


Diffusionsversuch mit gewOéhnlicher Kollodiumhiilse. 
AuBenlésung: m/10 KCl + m/10 X, Temperetur 21 bis 23° C. 
Diffusionsdauer 3 bis 4 Minuten. 





Konzens Konzens Diffus 


tration d. tration sionsver- Aus der Literatur bekannte 


A Sater in| son x im haltnis Mitel Diffusionskoeffizienten *) 
pro Liter pro Liter ***! 

Methylalkohol es pp O98 1,000 

ae eae a 

Formamid - - { 1999 | 860 086 | 865 

Athylalkohol - 08 mn + 0,935 (025 Proz.. 18°C) 1,11 (Thovert 
Propylalkohol | 13°90 1010 O83. | 0315. (025 Pros. 18°C) 0598 (Thovern 
Harnstoff ne a on 0,815 “Neds pty 
Butylalkohol - { or | oo | 0,690 

Ainyingytot {312 24 8 

Glycerin - - - | 11/60 | 770 0,66 | 080, 0382 Uitidred 
Chloralhydrat a | roo oan 0,665 (12%) @.59 (Euler) 
«-Monochlor- 0,575 


{Arabinose] 


| 
| 
10,35 | 598 O58 | 
| 
| 0,440 (0,5 Proz., 9.4°C) 0,365 (Gholm) 


f 

hydrin | 10,60 6,05 0,57 
ia. | 13,50 | 5,74 | 042 
Traubenzucker | 14:30 662 0.46 


[Lactose] 
(0,25 Proz., 18° C) 041 (Thovert) 
{Maltose] 
(0,25 Proz., 19,6° C) 0,348 (Vholm) 
(0,25 Proz., wy, 0.41 (Thorvert) 
.C 


{KC 
(0,9 Proz., 17,5°C) 1,52 (Thovert) 
(1,0 Proz., 6°C) 0.955 (Otholm) 


*) Entnommen aus den Tabellen von Landolt-Boérnstein; die Zahlen sind die Absolutwerte 
der Diffusionskoeffizienten. Mit Hilfe der ganz unten in dieser Spalte angegebenen Absolutwerte 
fiir KCl kann der Relativwert fiir jede Substanz berechnet werden, wenn man die Zahlen des 
gleichen Autors benutzt. 


die Glieder einer homologen Reihe, so fallt z. B. der Koeffizient bei 
den einwertigen Alkoholen mit der Verlangerung der Kohlenstoffkette. 
Es ergibt sich: 

Methylalkohol . ..... . . 1,000 

Athylalkohol ...... . . 0,935 

Peeper «. ... «+ «01+ + OM 

Butylalkohol ....... . 0,690 
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Eine Anlagerung von Hydroxylgruppen verkleinert den Diffusions- 
koeffizient bedeutend, z. B. 


Propylalkohol ....... . 0,815 
Ce «Sa ew + ss oe 


Es ist nun nicht die Aufgabe dieser Arbeit, sich mit der Theorie 
der freien Diffusionskoeffizienten genauer zu beschaftigen, sondern nur 
seine Veranderung durch die getrocknete Kollodiummembran zu 
zeigen. Hierbei sind nun zwei Tatsachen ganz auffallig. 1. Die Reihen- 
folge, in der sich die verschiedenen Stoffe nach ihrem Diffusions- 
koeffizienten fiir die getrocknete Kollodiummembran ordnen, ist bei- 
nahe dieselbe wie fiir die freie Diffusion. Einige kleine Abweichungen 
von dieser Regel liegen vielleicht innerhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung des freien Diffusionskoeffizienten, z. B. das Verhalten von 
Formamid zu Athylalkohol. Auffallige Unstimmigkeiten sind nirgends 
vorhanden. 2. Dagegen sind die Unterschiede der einzelnen Diffusions- 
koeffizienten bei der getrockneten Kollodiummembran bedeutend 
vergréBert. Wo der freie Diffusionskoeffizient (bezogen auf KCl 
als Einheit) kleiner als 0,5 wird, findet eine Diffusion durch 
getrocknetes Kollodium itiberhaupt nicht mehr statt. Unter den- 
jenigen Stoffen, bei denen der Koeffizient fiir getrocknetes 
Kollodium iiberhaupt noch gut meBbar ist (von Methylalkohol 
bis Monochlorhydrin), verhalt sich der Koeffizient der freien Diffusion 
im héchsten Falle wie 1: 0,575, fiir das getrocknete Kollodium wie 
9,24 : 0,067 = 1: 0,00725. Sehr kleine Unterschiede des freien Diffu- 
sionskoeffizienten entsprechen groBen Unterschieden fiir die getrock- 
nete Kollodiummembran, z. B. bei den in der obigen Tabelle auf- 
gezahiten Alxoholen : 





Methyl. Athyl- Propyl- Butyl. 
alkohol alkohol alkohol alkoho! 


Freie Diffusion (relativ zu Methy!- 


SD. «4 << o*s = 2 + 8 ] 0,935 0,815 0,690 
Diffusion in getrocknetem Kollo- 
dium (relativ zu Methylalkohol) l 0.323 0,112 0.0894 


Dies ist derselbe Befund wie in den friiheren Mitteilungen 
fiir die Beweglichkeit der Kationen. Die Reihenfolge ist die- 
selbe in beiden Fallen, aber die Unterschiede sind bedeutend 
verstarkt. Die ganzen Resultate der Diffusion bei der getrock- 
neten und gewéhnlichen Kollodiummembran sind in Tabelle IV 
zusammengestellt. 
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Tabelle IV. 


Relative Diffusionsgeschwindigkeit. 





Diffusionsgeschwindigkeit bei 


Art Mol.-Gew. gewobnlichem Kollodium 


getrocknetem 
KCl 1 umgerechnet ——S 
fur {+ 1 
Methylalkohol . .... 32 1,000 1,22 9,24 
nn i. -¢ ¢ 4 « ~ 58 0.910 111 7.08 
Formamid. ...... 45 6,365 1,06 4,11 
Athylalkohol. ..... 46 0.935 115 2.98 
Propylalkohol ..... 60 0,815 1,00 1,03 
ec Ls Sc 6s 60 0.815 1,00 1,00 
Butylalkohol. ..... 7 0,690 0.85 0,82 
Athylenglykol ..... 62 0,655 0.80 0,27 
ine > «ls. « *'s.. 92 0,660 0,81 0,220 
Chloralhydrat ..... 165 0,665 0.81 0,107 
Monoacetin ...... 134 — — 0,08 
«-Monochlorhydrin. . . 110 0.575 0.70 0.07 
Traubenzucker. .... 180 0.440 0.54 0 
Fruchtzucker ..... 180 —_ — 0 
Ee ee 182 — — 0 
Rohrazucker ...... 342 — — 0 


Von besonderem Interesse wiire noch die Untersuchung der Durch- 
lassigkeit fiir die schwachen Elektrolyte. Einige Stichproben auf diesem 
Gebiet ergaben, daB die Behandlung dieses Problems besonders schwierig 
ist. Indem ich die ausfiihrliche Untersuchung hieriiber vorlaufig ver- 
schiebe, méchte ich nur einige Anhaltspunkte geben. Essigséure und 
Ammoniak erwiesen sich als so durchlassig, daB sie auf dieselbe Weise 
untersucht werden konnten, wie Nichtelektrolyte. Die Versuche er- 
gaben folgendes (Tabelle V): 

‘ 


Tabelle V. 


Diffusionsversuch mit schwachen Elektrolyten 
mit getrockneter Kollodiumhiilse. 
AuBenlésung: m/10 Aceton + m/10 X, Temperatur 24 bis 26°C. 





a Konzentration | Konzentration Diffusic haltnis 
\ , yy des aa ; = Xx — masta ad 
: in Millimo in limo . sh 
Tagen pro Liter pro Liter NX: Aceton “le x: o 
a6 { 6,85 39.9 5,82 | 71K 
Ammoniak 3 928 433 4°67 37,15 
im Mittel: 5,245 
| 3,68 16 0,435 | 
Essigséure 5 3,12 0,7 0,224 2,31 
| 408 13 0318 | 


im Mittel: 0,326 
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Essigsiure zeigt also ein ganz normales Verhalten, sie hat einen 
ungefahr ebenso groBen Diffusionskoeffizienten wie Athylalkohol. In 
der friiheren Mitteilung hatten wir dagegen nachgewiesen, daB das 
Acetation wie alle Anionen undurchgangig ist. Ammoniak zeigt nach 
dieser Methode einen ganz abnorm hohen Diffusionskoeffizienten. Es 
diffundiert bei weitem schneller als irgend eine andere Substanz. Im 
Gegensatz dazu ist nach der friiheren Mitteilung der Diffusionskoeftizient 
des NH,-Ions im Kollodium fast genau gleich dem des K-lons, wie 
dasselbe auch bekanntlich fiir die freie Diffusion gilt. Man kénnte 
den Verdacht aussprechen, da Ammoniak das Kollodium korrodiert, 
die Poren der Membran erweitert und so im allgemeinen die Durch- 
lassigkeit der Hiilsen erhéht. Dieser Einwand wird dadurch widerlegt, 
daB die Diffusionsgeschwindigkeit des als Vergleichssubstanz dem 
Ammoniak beigemischten Aceton durchaus von derselben GréBen- 
ordnung ist, wie in den anderen Fallen. Wir kénnen somit die leichte 
Durchgangigkeit des NH, nur vorlaufig als Tatsache registrieren und 
den Gegensatz zum NH,-fon als besonders auffallig hervorheben. 
Die Amine, Monomethylamin und Monoiathylamin, gehen ebenfalls 
sehr leicht durch die Membran, aber bei ihnen ist die korrodierende 
Wirkung ganz auffillig, m/10 Lésung dieser Substanzen erzeugen in 
einem ‘Tage schon sichtbare Defekte in den Hiilsen. Sie greifen die 
Hiilsen viel stirker an als Ammoniak. Ferner soll erwahnt werden, 
daB im Gegensatz zu Essigsiure die Durchgingigkeit fiir Milchsiure, 
Oxalsiure, Maleinsiure so gering ist, daB quantitative Bestimmungen 
bisher nicht gegliickt sind, und bei Citronensiure, Weinséure bisher 
iiberhaupt eine Durchlissigkeit nicht nachgewiesen werden konnte. 
Zum SchluB muB auch noch die Durchlissigkeit des getrockneten 
Kollodiums fiir Wasser erértert werden. Der Nachweis dieser Durch- 
lassigkeit ist nicht leicht. In Diffusionsversuchen, wo etwa_ eine 
m/10 Lésung eines undiffundiblen Stoffes wie KCl oder Zucker durch 
die Membran von reinem Wasser getrennt ist, kann man den Durch- 
tritt des Wassers unter der Wirkung des osmotischen Druckes nicht 
ohne weiteres erkennen. Offenbar ist die Durchlassigkeit fiir Wasser 
nur von derselben GréBeriordnung wie fiir andere kleinere Molekiil- 
arten, und um sie gut zu demonstrieren, bedarf man eines hohen osmo- 
tischen Druckes und eines Steigrohres, welches in bezug auf luftdichten 
VerschluB die héchsten Anspriiche stellt. Der Nachweis gelang in 
folgender Weise. An dem unteren Ende eines Glaszylinders mit ver- 
breitertem und plangeschliffenem Rande wurde eine frisch hergestellte, 
nur oberflachlich getrocknete, aber nicht mit Wasser in Beriihrung ge- 
brachte, ziemlich dicke Kollodiumhaut mit Baumwollfaden angebunden 
und dann iiber einen Tag lang vollkommen ausgetrocknet. So ent- 
steht eine stark gespannte, wohl kaum 0,1 mm dicke ausgetrocknete 
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Kollodiummembran. Die umbundene Stelle wurde mit heiBem Paraffin 
abgedichtet. Die obere Offnung des Zylinders wurde mit einem Gummi- 
pfropfen verschlossen, durch welchen vier Bohrungen gingen, zwei fiir 
gebogene Glasrohre, mit deren Hilfe spater die Lésung eingefiillt wurde : 
eine dritte fiir ein fast kapillares Steigrohr und eine vierte fiir ein 
Thermometer. Alle Bohrungen und der Gummipfropfen wurden in ganz 
getrocknetem Zustande mit heifem Paraffin sorgfaltig abgedichtet. 
Dann wurde eine 2,5 mol. Rohrzuckerlésung eingefiillt, die Einfiihrungs- 
rohre verschlossen und das Ganze in ein GefaB mit destilliertem Wasser 
gestellt. In der ersten Zeit, etwa 1 bis 2 Tage lang, bemerkt man nur 
ein leichtes Fallen des Meniscus des Steigrohres infolge der elastischen 
Ausdehnung des Kollodiums, dann endlich steigt das Niveau langsam, 
und | bis 2 Tage spater hat es das obere Niveau des etwa 20 cm langen 
Steigrohres iiberschritten, die Fliissigkeit beginnt tiberzuquellen. So 
langsam erfolgt der Durchtritt des Wassers unter der Wirkung dieses 
etwa 56 Atm. betragenden osmotischen Druckes. Jedenfalls ist damit 
prinzipiell die Durchlassigkeit fiir Wasser erwiesen. Eine ahnliche 
Membran, aber in Dicke einer Zellmembran von < 1 uw, wiirde schon 
ganz leicht durchlassig fiir Wasser erscheinen. In anderen Versuchen 
wurde die Kollodiumhiilse etwa zur Halfte mit der Zuckerlésung gefiillt, 
luftdicht mit paraffiniertem Korkpfropfen und durch Umbinden mit 
Baumwollfaden und Paraffindichtung verschlossen und in destilliertes 
Wasser getaucht. In der Tabelle V ist die Gewichtszunahme des 


Tabelle VI. 


Diffusionsversuch vom Wasser (bei Zimmertemperatur). 
Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die durchschnittliche Gewichts- 





‘ : zunahme*pro Tag. 
2,5 mol. Traubenzucker (33 Proz.) 2.5 mol. Rohrzucker 
a Hiilse D — Hiilse I 
Hiilse A | Hiilse B | Hiilse C  (®sonders  Hiitse F Capseten 
Membran!) Membran!) 


Gewicht in g vor 
dem Eintauchen 17,0767 28,1734 26,9178 32,2562 209502 17.3275 
Gewichtszunahme 
in g nach | Tag = —— —_— — — 
Weitere 
Gewichtszunahme 
nach 2 Tagen . 0.8585 0.7842  1,0869 4.5738 0,9660 3,084] 
(0,4292) (0.3921) (0,5434) (2.2869) (0.4830) (1,5420) 
. 3 Tagen . | geplatzt 0,1897 03123 12255 0.2874 0,8484 
4 


- 5 = | 05295 08505 33384 0.7148 —1,9055 
(0,2647) (0.4252) (1,6692) (0.3574) (0.9527) 
» 6 , .  — | 629541) 063474 24824 63178 — 6.8288 


— 0.2933  geplatzt geplatzt 0.3398 0.8099 


” ‘ . 
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Kollodiumsackes mit Inhalt notiert, dieselbe betragt bei einer 33 proz. 
Traubenzuckerlésung pro Tag etwa 0,3 g, und bei einer besonders diinnen 
Hiilse konnte bei 2,5 mol. Rohrzuckerlésung die Gewichtszunahme pro 
Tag bis auf 1,2 g gesteigert werden. Hiermit ist jedenfalls der Nachweis 
erbracht, daB die Hiilse fiir Wasser durchlassig ist, der GréBenordnung 
nach in keinem héheren Grade als fiir die anderen durchgangigen 
Substanzen. Es konnte keine Methode ausfindig gemacht werden, um 
das Wasser in bezug auf seine Durchgangigkeit mit irgend einer anderen 
durchgangigen Substanz wirklich quantitativ zu vergleichen. 


Zusammenfassung. 


Fiir die Durchlassigkeit des getrockreten Kollodiums fiir Nicht- 
elektrolyte ergibt sich dieselbe Regel wie ‘tir die Durchlissigkeit der 
einwertigen Kationen: Ordnet man die Substanzen in eine Reihe 
nach absteigenden Diffusionskoeffizienten, so ist die Reihenfolge fiir 
die getrocknete Kollodiummem bran die gleiche, wie fiir die freie Diffusion, 
aber die Unterschiede sind in hohem Grade verstirkt. Stoffe, deren 
freier Diffusionskoeffizient kleiner als die Halfte des von KCl ist, 
diffundieren durch das getrocknete Kollodium tiberhaupt nicht mehr. 
Ammoniak hat im Gegensatz zum NH,-Ion ein bisher unerklarlich 
groBes Diffusionsvermégen durch die Membran. Die Durchgingigkeit 
der Membran fiir Wasser liBt sich qualitativ nachweisen, aber es gibt 
keine Methode, um sie quantitativ mit der Durchlassigkeit fiir andere 
Molekiilarten zu vergleichen. Jedenfalls diirfte sie nicht von héherer 
GréBenordnung sein als fiir andere, relativ leicht durchgangige Sub- 


stanzen. 








Die Winklersche Bestimmungsmethode fiir in Wasser gelésten, 
elementaren Sauerstoff sowie ihre Anwendung bei Anwesenheit 
oxydierbarer Substanzen. 


Von 
Ciustaf Alsterberg. 


(Aus dem zoologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 21. November 1925.) 


Einleitung. 


Bei meinen Untersuchungen tiber den respiratorischen Mechanismus 
und die Sinnesphysiologie der Tubifiziden (Alsterberg, 1922, 1924a) 
stieB ich 6fters auf die Frage, in welchem MaBe elementarer Sauerstoff 
bei gleichzeitigem Vorhandensein reduzierender Substanzen (besonders 
H, 8) in wisseriger Lésung existieren kénnte. Daraus geht hervor, dal 


eine genaue Q,-Analyse unter den erwihnten komplizierten Bedin- 
gungen sehr schwierig ist. Es kann nimlich leicht vorkommen, dal 
man bei Anwendung der iiblichen Bestjmmungsmethoden in Gegen- 
wart reduzierender Stoffe einen niedrigeren als den wirklichen Wert 
erhalt. Uberdies gibt es Substanzen, die in wisseriger Lésung hiufig 
in bezug auf Oxydation und Reduktion ein labiles System darstellen, 
infolgedessen als Katalysatoren fungieren und somit bei Sauerstoff- 
analysen stérend einwirken kénnen. Ein derartiger Stoff ist die salpetrige 
Saure, deren Bedeutung in sauerstoffanalytischer Beziehung ich in 
einer friiheren Abhandlung recht eingehend erértert habe (Alsterberg, 
1925). Zu dieser Gruppe gehéren auch die Eisenverbindungen, deren 
Einwirkung im folgenden besprochen werden soll. 

Es ist klar ersichtlich, daB die oben angedeuteten Fragen héchst 
bedeutungsvolle Tatsachen tangieren. Vom physiologischen und hydro- 
graphischen Gesichtspunkt aus spielt das Studium des im Wasser 
gelésten Sauerstoffs eine sehr wichtige Rolle. Auch in hygienischen 
Untersuchungen stellt es einen sehr wichtigen Faktor dar, wobei nicht 
nur die direkte Bestimmung, sondern auch das Studium der Sauerstoff- 
zehrung von Bedeutung ist (Spitta, 1900; Kisskalt, 1906; Brezina, 1906, 
1908; Korschun, 1907; Pleissner, 1910; Purvis und Black, 1914; 
A. Miiller, 1920). 
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I. Die im allgemeinen angewandten sauerstoffanalytischen Methoder. 

Ehe ich auf die speziellen Resultate meiner Untersuchungen naher 
eingehe, méchte ich eine allgemeine Darstellung der verschiedenen 
Bestimmungsmethoden vorausschicken, die eine gréBere Rolle spielen 
oder spielten. 

A. Gasometrische Methoden. 

Das Alteste Verfahren zur Bestimmung des-in Wasser gelésten Sauer- 
stofis ist die von Bunsen (1857) ausgearbeitete gasometrische Methode, 
die noch heute bis zu einem gewissen Grade die Rolle einer Standardmethode 
spielt, wenn es sich darum handelt, den Geltungsbereich anderer einfacher 
Methoden zu bestimmen. Doch ist dieses Bunsensche Verfahren zu kom- 
pliziert und zeitraubend und stellt auch zu groBe Anforderungen an die 
Apparatur, als daB es z. B. bei hydrobiologischen Untersuchungen angewandt 
werden kénnte, bei denen die Ausfiihrung der Analyse éfters direkt am 
Untersuchungsort erfolgen muB. 

Man versuchte, diese Methode allerdings zu vereinfachen. So sollte 
der von C.G. Miller (1899) konstruierte ,,Tenax“-Apparat allen denjenigen 
Anspriichen geniigen, welche die urspriingliche Bunsensche Methode nicht 
erfiillen. Spatere Untersuchungen (Korschun, 1907; Birge und Juday, 1911) 
ergaben indessen wieder die Unbrauchbarkeit dieser modifizierten Methode. 

Birge und Juday arbeiteten, von der Bunsenschen Bestimmung aus- 
gehend, eine Modifikation aus, die sich besser fiir die Untersuchung an Ort 
und Stelle eignen sollte, erkliren aber gleichzeitig, daB diese abgednderte 
Methodik doch noch zu viel Zeit erfordere, um die Ausfiihrung einer groBen 
Anzahl von Analysen pro Tag zu gestatten. 


B. Bestimmungsmethoden nach Schiitzenberger, Gérardin und Risler. 

Das Prinzip des von Schiitzenberger, Gérardin und Risler (1872, 1873) 
ausgearbeiteten Verfahrens besteht darin, daB dem Wasser, dessen Sauer- 
stoffgehalt bestimmt werden soll, Indigowei8 zugesetzt wird, das vom vor- 
handenen Sauerstoff zu Indigoblau oxydiert wird. Dieses wird: vermittelst 
einer Hydrosulfitlésung von bekanntem Gehalt zu IndigoweiB zuriick- 
titriert. Die Grundlage dieser Methode ist also die Anwendung stark 
oxydierbarer und infolgedessen sehr empfindlicher Substanzen. Bei der 
Titration muB der atmosphirische Sauerstoff in der Weise entfernt werden, 
da8 man durch die Apparatur sauerstofffreies Leuchtgas durchleitet. Die 
Methode ist also 4uBerst umstiandlich und die erreichten Resultate héchst 
strittig. Wahrend einige Forscher gute Resultate erzielten, gelangten 
andere zu vollstandig negativen Ergebnissen. Chlopin (1898) sucht, auf 
sehr eingehende Kontrolluntersuchungen sich stiitzend, diese Unsicherheit 
dadurch zu erkliren, daB man nur bei mittelhohen O,-Gehalten Werte, 
die sich mit den mit Hilfe anderer Methoden erreichten Ergebnissen ver- 
gleichen lassen, erhalt, bei niedrigem O,-Gehalt dagegen zu hohe und bei 
hohem zu niedrige Werte. Da besonders der Titer der Hydrosulfitlésung 
so unbestandig ist, daB ,,der Titer sich schon in der Biirette wihrend des 
Titrierens andert‘‘, glaubt Chlopin — und sicherlich mit vollem Recht —, 
folgendes sagen zukénnen: ,,Die Beobachtung aller angefiihrten Bedingungen, 
die Notwendigkeit besonderer Aufmerksamkeit und Geiibtheit, alles 
das macht die Methode Schiitzenberger-Risler umstandlich und zeitraubend 
und setzt sie ungeachtet aller zufriedenstellenden Genauigkeit Zufalligkeiten 


aus". 
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C. Die Methode von Thresh. 


Eine auberst selten erwahnte Arbeit ist eine von Thresh (1890) 
ausgearbeitete Methode, deren grundlegendes Prinzip darin besteht, 
daB dem Wasser, dessen Sauerstoffgehalt bestimmt werden soll, Jod- 
kalium und Nitrit nebst einer gewissen Quantitit einer Saiure zugesetzt 
wird. In diesem Falle fungiert die salpetrige Siure als Katalysator, 
dabei wird der im Wasser vorhandene Sauerstoff in eine aquivalente 
Menge freies Jod umgesetzt. Diese Methode erfordert gleich der vorher- 
gehenden den Ausschlu8 des atmosphirischen Sauerstoffs bei der 
Titration des frei gewordenen Jods, was auch hier dadurch erreicht 
wird, daB man durch die erforderliche Apparatur cinen Strom von 
Leuchtgas schickt. Das Verfahren wird also recht kompliziert und 
schwerfillig. Ubrigens schlieBt diese Manipulation keineswegs eine 
O,-Zufuhr aus, da auch das bei der Titration hinzugefiigte Reagens, 
besonders das Hyposulfit, freien Sauerstoff enthailt. Gleichfalls wird 
durch das Nitrit der in dieser Substanz lose gebundene Sauer- 
stoff zugefiihrt; es ist daher notwendig, um den Wert des im Wasser 
vorhandenen Sauerstoffs zu ermitteln, den urspriinglichen Wert eben 
im Hinblick auf diese Fehlerquellen zu korrigieren. Thresh arbeitete 
auch ein derartiges detailliertes Korrektionsverfahren aus. Natiirlich 
treffen die Einwande, die gegen die vorhergenannten Methoden erhoben 
wurden, in hohem Grade auch auf diese zu. Besonders Letts und Blake 
(1900), welche die Methode kontrollierten, hoben hervor, daB die er- 
reichten Resultate mit groBer Unsicherheit behaftet sind. 


Tatsichlich liegt die Unsicherheit der Methode auBer in der um- 
stiindlichen Apparatur auch im Korrektionsverfahren. Ich habe selbst 
ein Bestimmungsverfahren ausgearbeitet, das gleich T'hreshs Methode 
von der katalytischen Fiahigkeit der salpetrigen Saure, den elementaren 
O, in J, umzusetzen, ausgeht. Ich suche aber den atmosphirischen 
Sauerstoff bei der Titration nicht durch Apparaturanordnungen aus- 
zuschalten, sondern fiige unmittelbar vor der Titration eine erforderliche 
Menge Natriumazid hinzu, welches die durch den hinzukommenden O, 
regenerierte salpetrige Siéiure augenblicklich zerstért. In den vielen 
Analysen, die ich bei der Priifung dieses Verfahrens ausfiihrte, erhielt 
ich sehr befriedigende Werte, doch war mit Riicksicht auf die hinzu- 
gefiigte Nitritquantitét eine Korrektur notwendig. Diese ist aber viel 
komplizierter als Thresh annahm, denn wihrend der katalytischen 
Einwirkung der salpetrigen Saiure verwandelt sich diese auf Kosten 
des im Wasser vorhandenen elementaren Sauerstoffs zum gréBeren 
oder geringeren Teil in Salpetersiure. Die Korrektur ist daher nicht 
immer dieselbe, wie Thresh glaubte, sondern ihr Wert andert sich im 
Verhiltnis zur Menge des umgesetzten Sauerstoffs und kann bei ge- 
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niigend hoher Sauerstoffkonzentration einen Wert ergeben, der zu 
dem durch die Titration erhaltenen Wert hinzu zu addieren ist. 


Dieses Verfahren, das ich in einer spiteren Abhandlung naher 
beschreiben werde, steht insofern unter der Winklerschen Methode, als 
es zum Teil auf Bedingungen basiert, deren Variabilitat sich nur auf 
empirischem Wege feststellen laBt. Sie ist ihr aber nicht nur im Hinblick 
auf die einfache Ausfiihrung iiberlegen, sondern sie gestattet auch ein 
ganz anderes Korrektionsverfahren in Gegenwart stérender Substanzen, 
denen gegeniiber die Winklersche Methode sehr empfindlich ist. 


D. Die Bestimmungsmethode Mohrs und ihr nahestehende Verfahren. 


Im Gegensatz zum eben erwihnten Verfahren spielte die von 
Mohr (1862) veréffentlichte Analysenmethodik eine recht bedeutende 
Rolle; von manchen Forschern wird sie noch jetzt als anderen analyti- 
schen Verfahren iiberlegen angesehen. Bei dieser Bestimmung sowie 
bei der damit eng verkniipften Levyschen Modifikation (ref.: Chlopin, 
1898) wird dem Wasser Alkali (nach Mohr Kalilauge; nach Levy 
kohlensaures Kali) und darauf eine bestimmte Menge Mofhrsches Salz 
(Ammoniumferrosulfat) zugesetzt, wobei der im Wasser(geléste elemen- 
tare Sauerstoff das entstandene Ferrohydrat zu Ferrihydrat oxydiert. 
Hat die Probe eine lingere Zeit hindurch gestanden, so wird sie mit 
Schwefelsiure angesiuert und der Uberschu8 an Ferrosalz mit Kalium- 
permanganat zuriicktitriert. Auch hinsichtlich dieser Methode sind 
die Ansichten sehr geteilt. Nach den Untersuchungen Chlopins ‘1898) 
steht es jedoch fest, daB die zur Absorption des gesamten im Wasser 
gelésten Sauerstoffs erforderliche Zeit sowie die Temperatur fiir 
das Resultat dieser Methodik bedeutungsvolle Faktoren darstellen und 
daB das Ergebnis keineswegs immer einwandfrei ist. Chlopin erhielt 
bei der Analyse von Trinkwasser und destilliertem Wasser Werte, die 
durchschnittlich um 26,9 Proz. niedriger sind als die gleichzeitig nach 
der Winklerschen Methode erhaltenen Resultate. Er zieht daraus 
folgenden SchluB: ,,Die Methode Mohr-Levy gibt ungenaue Resultate 
und stets niedrigere Werte, so daB ihre Anwendung, ungeachtet ihrer 
Einfachheit und der Schnelligkeit ihrer Ausfiihrung, in der sanitaren 
Praxis nicht zu empfehlen ist“. Natiirlich besteht keine Veranlassung, 
bei Untersuchung von verunreinigtem Wasser bessere Werte als nach 
der Winklerschen Methode zu erwarten, denn da das Verfahren im 
groBen und ganzen dieselben Prinzipien verfolgt, so muB es denselben 
Stérungen unterworfen sein. Hinzu kommt noch die Schwierigkeit 
der Riicktitration mit Kaliumpermanganat, das als starkes Oxydations- 
mittel auBer auf die Ferrosalze auch auf die tibrigen vorhandenen 
oxydierbaren Stoffe oxydierend wirkt. 
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Eine der besten Modifikationen wurde von Letts und Blake (1900) 
ausgearbeitet. Diese Forscher geben zu der mit Ferrosalz versetzten 
Probe anstatt Kalilauge oder Kaliumcarbonat eine starke Ammoniak- 
lésung, worauf man die Probe 15 Minuten stehen la6t, dann ansiiuert 
und den FerroiiberschuB durch Titration mit Permanganat oder Bi- 
chromat bestimmt. Gleichzeitig titriert man eine Doppelprobe desselben 
Wassers, dem die gleiche Menge Ferrosalz wie der eigentlichen Analysen- 
probe zugesetzt worden ist, aber ohne Beigabe von Alkali, ebenfalls 
mit Permanganat oder Bichromat. Von dem so erhaltenen Wert 
subtrahiert man bei der Berechnung des Sauerstoffgehalts den Wert 
der mit Ammoniak behandelten Probe. Natiirlich erreicht man auf 
diese Weise auch eine Korrektion hinsichtlich der verunreinigenden 
reduzierenden Stoffe. 

Bei einigen wenigen Analysen, die ich nach dieser Methode mit 
reinem Wasser ausfiihrte, konnte ich mich davon iiberzeugen, da sie 
in diesem Falle wirklich korrekte Werte gibt. Gleichzcitig fand ich 
aber, dai die Methode, wenn man sie mit der weiter unten zu _ be- 
sprechenden vergleicht, auBerst schwerfallig ist. Das beruht auf folgenden 
Umstinden. Die Analyse muB mit doppelten Proben ausgefiihrt 
werden; man mu darauf achten, daB die Menge des hinzugefiigten 
Ferrosulfats in beiden Proben genau gleich ist, und endlich besteht 
die Analyse in einer Resttitration, weshalb die Fehler besonders bei 
der Analyse geringer Sauerstoffmengen groB werden miissen. Besonders 
umstiandlich ist das Verfahren, wenn es sich um die Sauerstoffzehrung 
in Wasser handelt, da hier mindestens vier Proben notwendig sind. 
Ferner ist die Methodik der weiter unten beschriebenen Winklerschen 
Methode auch deshalb nicht gewachsen, weil eine Titration mit Per- 
manganat erforderlich ist. Diese gestattet keine so genaue Analyse 
wie die jodometrischen Methoden, bei denen man viel schwiichere 
Lésungen anwenden kann. Besteht die Probe aus Meerwasser oder 
ziemlich verunreinigtem Wasser, so ergibt die Riicktitration auf Grund 
der Untersuchung der Verfasser schlechte Werte!), und man benutzt 
in diesem Falle die Titration mit Bichromat. Letzteres Verfahren 
gehért aber keinesfalls zu denjenigen ,,which a person of ordinary 
intelligence, and without any special chemical training, could be 
easily taught to perform“, wenigstens, wenn man den gebriuchlichen 
Handbiichern glauben darf (siehe Treadwell, 1923, S. 545), denn hier 
wird der Umschlag durch Tropfenindikation mit Ferricyankalium als 


1) Einer der hier mitgeteilten Werte (siehe Letts und Blake, |. c., 5. 466) 
ware bei richtiger Berechnung tatsiachlich negativ, d. h. der Permanganat- 
verbrauch war in der alkalischen Probe gréGer als in der Parallelprobe. 
Das deutet auf eine interessante Tatsache hin, die ich spater sehr eingehend 
behandeln werde. 
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indikator ermittelt. Ich untersuchte das Verfahren nicht direkt, mul 
iber doch darauf hinweisen, da es zweifelhaft sein muB, da die vor- 
handenen stérenden Substanzen im allgemeinen so beschaffen sind, 
daB sie einen scharf fixierten Umschlag unmdéglich machen. 

Wenn es sich darum handelt, die Menge organischer, reduzierender 
Substanz durch Permanganatoxydation zu bestimmen (und natiirlich 
liegt kein prinzipieller Unterschied vor, wenn man anstatt dessen Bi- 
chromat benutzt), so 14Bt sich das nicht in Form einer direkten Titration 
durehfiihren, sondern es sind recht komplizierte Verfahren notwendig, 
um einen deutlichen Umschlag zu erzielen. Z. B. reagieren schwefel- 
haltige reduzierende Stoffe auf diese Oxydationsmittel durchaus nicht 
immer in derselben Weise, vielmehr verlaufen die Reaktionen hier 
sehr schlecht. Sind sie vorhanden, so ist der O,-Gehalt im allgemeinen 
niedrig und das Resultat der Resttitration wird hier besonders deshalb 
sehr unsicher, weil die stérenden reduzierenden Substanzen die Fehler- 
grenze noch weiter vergréBern und den Umschlagspunkt unsicher 
machen. Dazu tritt noch ein Umstand, auf den ich noch zuriickkommen 
werde. 

Ubrigens gibt es stérende Substanzen (die Nitrite), die nach der 
Methode Letts und Blakes nicht eliminiert werden, was die beiden 


Forscher auch selbst fanden. 

Buswell und Gallaher (1923) betonten sehr scharf die Uberlegenheit 
der eben referierten Methoden gegeniiber der Winklerschen Methodik 
in gewissen Fiillen, berii¢gksichtigten aber dabei nicht die komplettieren - 
den Korrektionsmethoden, die man unter solchen Umstinden an- 
zuwenden pflegt. 

Dagegen gehe ich hier nicht auf die verschiedenen kolorimetrischen 
Methoden ein, die mit Riicksicht auf die O,-Absorptionsfihigkeit der 
Ferroverbindungen ausgearbeitet wurden. 


E. Winklers Bestimmungsmethode. 


1. Prinzipien der Winklerschen O,-Bestimmungsmethode. Die 
neben der gasometrischen Methode unbedingt wichtigste aller sauer- 
stoffanalytischen Methoden ist das von Winkler (1888) ausgearbeitete 
Verfahren, das auch am gebrauchlichsten ist. Es besteht urspriinglich 
darin, daB man die Probe mit Manganchloriir und jodkaliumhaltiger 
Natronlauge versetzt. Dabei entsteht eine Fallung, die stark O,-absor 
bierend wirkt, indem sie zu héheren Oxydhydraten, wahrscheinlich 
Manganomanganit oder entsprechenden Hydraten oxydiert wird 
(Winkler, 1914). 


MnCl, + 2 NaOQH = 2 NaCl + Mn(OH), (1) 
4 Mn(OH), + O, + 2H,O = 4 Mn(OH), (2) 
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Die Fallung wird in einer Saéure aufgelést, und durch das vorher 
hinzugefiigte Jodkalium gestaltet sich diese Reaktion folgenderma ben : 


Mn(OH), + 3 HCl = MnCl, + 3 H,0, (3) 
2MnCl,+2KJ =2MnCl, + 2KCI + Jy. (4) 


Das ausgeschiedene Jod wird in der gewéhnlichen Weise ver- 
mittelst einer quantitativ eingestellten Hyposulfitlésung und Starke 
als Indikator analysiert. 

2 Na, 8,0, + J, = 2 NaJ + Na,S,O,. (5) 


2. Die Probeflaschen zur Winklerschen Analysenmethodik. Die 
Probeflaschen, welche ich bei meinen Untersuchungen verwendete, 
enthalten ungefahr 125ccm. GréBere Probeflaschen sind vollkommen 
unnétig, denn die Analysenwerte werden dadurch keineswegs besser, 
worauf z. B. Bruhns (1915) hinwies. Im Gegenteil sind gréBere 
Proben sogar von Nachteil, da sie unnétig viel Reagens verbrauchen 
und eine tiberfliissige Belastung bilden, wenn es sich um Untersuchungen 
auBerhalb des Laboratoriums handelt. Bei experimentellen Bedin- 
gungen ist es manchmal nicht einmal notwendig, Proben von 125 ccm 
zu verwenden; man kann sich mit einem geringeren Volumen, z. B. 25 
bis 30cem (Allison und Shive, 1923) oder sogar 5 bis 10cem (Lund, 1921) 
begniigen, aber damit wird natiirlich auch der Reagenzzusatz anders. 
Am besten ist es, wenn die Pfropfen schrig oder konisch geschliffen 
sind; nach Winklers eigener Angabe (1914) ist das aber keineswegs 
notwendig, nur diirfen sie auf keinen Fall exkaviert sein. 

3. Die Pipetten. Die Pipetten miissen ,,Vollpipetten“ oder noch 
besser ,,MeBpipetten“ sein, die untere Markierung muB 2 bis 3 ccm 
von der Ausflu86ffnung entfernt sein. 

4. Das Manganchloriirreagens. Beziiglich der verschiedenen 
Reagenzien sind mit Riicksicht auf Konzentration und Beschaffenheit 
mehrere Forderungen aufzustellen. Die Manganchloriirlésung wird 
so hergestellt, daB man 40g kristallisiertes Salz (MnCl,,4 H,O; pro 
analysi-Praiparat Merck) in 80 ccm Wasser auflést. Die Lésung nimmt 
ein Volumen von ungefihr 100 ccm ein. Das Priaparat enthalt meist 
Eisen als Verunreinigung (so auch mein pro analysi-Priparat), ein 
Umstand, der auf die Anwendbarkeit des Priparats auBerst nachteilig 
einwirkt. ,,Man achte darauf, daB das Manganchlorid nicht mit Eisen 
verunreinigt sei. Aus einer angesiuerten Jodkaliumlésung scheide es 
héchstens Spuren von Jod aus“ (Winkler, 1888). Im allgemeinen diirfte 
aber das Eisen in den Manganchloriirpraparaten in zweiwertiger Form 
vorhanden sein, und dann kommt natiirlich keine Jodausscheidung 
zustande. Da Eisen in dieser Form auch in minimalen Quaantitaten 
ganz auBerordentlich stérend wirkt, wenigstens wenn man Schwefel- 
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saure oder Phosphorsiure zum Ansiuern verwendet, so darf die Priifung 
des Priparats nie unterlassen werden. Man nimmt Il ccm der nach 
dem mitgeteilten Rezept zubereiteten Lésung, verdiinnt sie mit etwa 
20cem H,O, versetzt sie mit 1 bis 2ccm starker HCl und einigen 
Tropfen Bromwasser und fiigt dann 1 bis 2cem 10proz. Rhodan- 
kaliumlésung hinzu, ohne einen eventuellen BromiiberschuB vorher 
zu entfernen ; tritt Rotfirbung ein, so ist das Priparat eisenhaltig. In 
diesem Falle kann das Reagens nicht ohne weiteres verwendet werden, 
sondern die Verunreinigung ist zuerst zu entfernen. Man gibt 0,5 ¢ 
pulverisiertes Natriumbicarbonat zum Reagens hinzu, wodurch die 
Lésung, die zumeist sauer reagiert, neutralisiert wird. Dann mu man 
die Lésung 24 Stunden lang stehenlassen, worauf man die Fillung, 
welche das vorhandene Eisen enthalt, abfiltriert; nunmehr ist das 
Reagens gereinigt. Von diesem Reagens, das man am besten in einer 
Flasche mit Glasstépsel aufbewahrt, nimmt man 1 ccm fiir jede Probe. 
Wenn man das Reagens hinzugibt, wird die Spitze der Pipette in die 
Flissigkeit eingetaucht. 

5. Die jodkaliumhaltige Natronlauge. Die jodkaliumhaltige Natron- 
lauge wurde bereitet, indem man 40g Natronhydrat und 20g Jod- 
kalium zu 80cem Aqua dest. mischte. Die Lésung nimmt ungefaibr 
ein Volumen von 100cem ein. Beziiglich des Natronhydrats schrieb 
Winkler (1888) vor, man versetze am besten Na,CO,/mit CaO, da 
gewOhnliches Natronhydrat durch Nitrit verunreinigt ist. Ich ver- 
wendete nach Vorschrift das als ,,ex natr. met.“ bezeichnete Priparat 
von Merck und de Haén, fand aber nach zahlreichen Proben, daB weder 
Mercks Priparat ,,Natr. hydr. purus in bacillis‘‘ noch ,,Natriumhydrat 
purum; Elektrokemiska Aktiebolaget, Sweden‘ Stoffe enthalten, die 
das Praparat fiir die Analyse unbrauchbar machen. Dagegen ist das 
Priparat ,,Natr. hydr. depuratus in bacillis** von Merck durch Nitrit 
verunreinigt und unbrauchbar. Ich untersuchte auf Nitrit, indem ich 
einen kleinen Teil des Praparats (0,4 g) mit Salzsiure und alkoholischem 
Indol oder mit Salzsiure, Jodkalium und Stiarkelésung versetzte. Bei 
negativem Ausfall der letzten Probe gab ich zu derselben Lésung einen 
Tropfen einer ungefihr n/100 Jodlésung, worauf Blaufirbung auftrat ; 
es konnten folglich keine reduzierenden Stoffe mehr vorhanden sein. 
AuBerdem machte ich direkte Sauerstoffanalysen, parallel mit Analysen, 
bei welchen Natronhydrat ,,ex natr. met. verwendet wurde und die 
dasselbe Resultat ergaben. 

Betreffs der GréBe des fiir jede Probe notwendigen Jodkalium- 
zusatzes bestehen sehr verschiedene Vorschriften, denn teils sind die 
empfohlenen Probevolumina sehr ungleich, tei!s schreiben verschiedene 
Verfasser verschiedene Volumina der fiir die Behandlung der Probe 
notwendigen jodkaliumhaltigen Natronlauge vor, und endlich variieren 
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die verschiedenen Rezepte mit Riicksicht auf die Zusammensetzung 
des Reagens auch mit Riicksicht auf die Jodkaliumkonzentration 
Ich fand es am besten, fiir jede Probe 1cem Reagens zu ver 
wenden, also 0,2g Jodkalium,,was im Hinblick auf das relativ ge- 
ringe Volumen der Probe einen recht groBen Prozentsatz ausmacht 
Im allgemeinen wurde die wichtige analytische Rolle, welche eine 
Variation in der KJ-Konzentration spielt, nur wenig beachtet. So 
wird bei der Anséuerung der Probe, die von stark O,-haltigem Wasser 
herrihrt, eine besondere VergréBerung der hinzugefiigten Saiuremenge 
vorgeschrieben, falls sich die Fallung nur schwer lést. Tatsachlich 
beruht aber diese Schwierigkeit gerade darauf, daB der Jodkalium- 
zusatz zu klein ist; durch einen weiteren Zusatz von KJ lésen sich 
solche schwer lésliche Proben sehr leicht. Ein Mangel an KJ kann 
aber auBerdem auch bedeutende Stérungen im analytischen Resultat 
verursachen, falls in der Probe organische Stoffe vorhanden sind. Wi 
wir sehen werden, besitzen diese in saurer Lésung gegeniiber de: 
oxydierenden Wirkung der héher oxydierten Manganverbindunge: 
eine recht starke Resistenz, doch tritt bei Mangel an KJ, auf das dic 
Manganverbindungen sonst einwirken kénnen, eine nicht geringe 
Beeinflussung ein. Wiewohl ich Reagenzien und Verlauf der Analyse 
noch nicht ganz beschrieben habe, will ich hier zur Verdeutlichuny 
dieses Umstandes eine Versuchsreihe vorausschicken. 

Zu allen Proben der Serie wurde das gleiche Wasser unmittelbar nacl- 
einander genommen und danach mit dem Reagens versetzt. Anfangs- 
und SchluBprobe der Reihe wurden nach der gebraéuchlichen Winkler- 
methodik behandelt, wobei ich den Proben Manganchloriirlésung und 
jodkaliumhaltige Natronlauge in den vorher genannten Mengenverhiltnissen 
zusetzte, aber keine stérende Substanz. Zu den eingeschobenen Proben 
(sechs Stiick; die wiedergegebenen stellen Mittelwerte dar von je zwei 
Proben) gab ich je 1cem 10proz. Oxalséure sowie verschiedene Mengen 
Jodkalium, sonst aber dieselben Reagenzmengen wie gewoéhnlich. 

In der Tabelle I sind die den eingeschobenen Proben zugefiigten K J- 
Mengen angegeben. Nachdem sie 15 Minuten gestanden hatten, wurden 
sie mit 50proz. Schwefelsiure behandelt und nach der iiblichen Methode 
titriert. Bei der Berechnung der absoluten und prozentualen Fehlergrébe 
ging ich hier sowie spater in dieser Abhandlung vom Mittelwert des Sauer- 
stoffgehaits aus. Dieser wurde aus den Anfangs- und SchluBproben be- 
stimmt, denen keine stérenden Substanzen beigegeben wurden. 





Tabelle I. 
Jodkaliumzusatz Oxalsdiurezusatz © .-Menge Abweichung Abweichung 

g pro Probe g pro Probe ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 

-_ 0,0 3,55 — ‘oni 
0,05 0,1 3,28 — 0,28 — 79 
0,10 0,1 3,49 — 0,07 — 2.0 
0,20 0,1 3,55 — O01 —03 

_ 0.0 3,56 _ atte 
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Wir kénnen hier ohne weiteres die Bedeutung des Jodkalium- 
zusatzes konstatieren, und ich fand dieselbe Tatsache bei Analysen 
von mit verschiedenen organischen Stoffen versetzten Proben sehr 
oft. Bruhns (1915) iibersah diesen Umstand ganz. Er betont den 
Vorteil eines geringen Jodkaliumzusatzes, die Verschwendung eine 
teuren Substanz zu vermeiden. 


Ubrigens méchte ich beziiglich des zu dieser Analyse notwendigen 
Jodkaliums darauf hinweisen, daB ich bei meinen Analysen oft KJ 
verwenden konnte, das nicht als pro analysi bezeichnet war. Ich fand 
aber auch, daB solche Praparate durchaus nicht immer so frei von 
oxydierenden oder reduzierenden Stoffen sind, daB sie eine solehe An- 
wendung gestatten. Darum halte ich die Vorschrift fiir am sichersten, 
unbedingt immer kontrollierte pro analysi-Priparate von sicheren 
Firmen zu benutzen. Als Kontrollmethode verdient die Vorschrift 
Winklers (1915) hier mitgeteilt zu werden: ,,Es empfiehlt sich dringend, 
bevor man das Kaliumjodid zu den Untersuchungen benutzt, mit 
einer sicher nitritfreien Wasserprobe (Winkler empfiehlt Wasserleitungs- 
wasser) einen blinden Versuch auszufiihren, indem man in 100 cem 
0.2 g Kaliumjodid lést, 1 cem Starkelésung und 5 ccm 25proz. Phosphor- 
siure [oder 10 ccm 10proz. Schwefelsiure')] hinzufiigt und darauf die 
Flasche ins Dunkle stellt. Nach Verlauf von 3 Stunden muB die Fliissig- 
keit noch véllig farblos sein. Wird nun zu derselben ein Tropfen 
n/100 Jodlésung gegeben, so muB sie sich bliuen. Anderenfalls sind 
im Jodkalium oder in den Sauren reduzierende Stoffe vorhanden“. 


Man gibt zu jeder Probe 1 ccm jodkaliumhaltige Natronlauge, und 
es ist hier am besten, wie beim Manganchloriirzusatz, eine ,,MeBpipette* 
zu verwenden, deren AusfluBéffnung mit Riicksicht auf die groBe 
Viskositét der Fliissigkeit nicht zu klein sein darf. Beim Reagenz- 
zusatz wird die Pipette in die Fliissigkeit eingetaucht. 

Man braucht das Reagens nicht in dunklen oder mit dunklem 
Papier umwickelten Glisern aufzubewahren, denn KJ halt sich in 
alkalischer Lésung auch bei Licht. Im Gegenteil ist es von Vorteil, 
weiBes Glas zu verwenden. Man riskiert dann nicht so sehr, die alkalische 
Flissigkeit in den Mund zu saugen, da es sich kontrollieren labt, ob 
sich die Pipettenspitze wihrend des Aufsaugens unter der Oberflache 
der Fliissigkeit befindet. Die Aufbewahrungsflasche mu mit cinem 
Glasstopfen verschlossen sein. Man muB so weit als méglich darauf 
achten, da er von der Fliissigkeit nicht befeuchtet wird, weil er dann 
leicht festgekittet wird. In diesem Falle trocknet man Stopfen und 
Flaschenhals innen mit Filtrierpapier aus. 


') Anmerkung des Verfassers. 
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6. Die Sdure zum Loésen der Fdllung. Beim Ansiuern der Probe 
kommen mehrere Sauren in Betracht. Winkler schrieb (1888) zuerst 
rauchende Salzsaure vor, empfahl aber spiter, wegen der Unannehmlich- 
keiten bei der Verwendung dieser Siure, Schwefelsiure oder unter 
gewissen Bedingungen Phosphorsiure. Meiner Meinung nach ist bei 
der nicht modifizierten Winkler-Analyse Schwefelsiure anzuwenden, 
Phosphorsaure dagegen in solchen Fillen, wo die .Proben wegen 
vorhandener Verunreinigungen einer Vorbehandlung bediirfen, wiewoh! 
die Anwendung dieser Saiure auch in anderen Fillen gestattet, aber 
nicht notwendig ist. Ich will spater eine nahere Begriindung geben. 
Wenn die Probe unmittelbar nach dem Séiurezusatz titriert werden 
soll, muBb die Schwefelsiure 50proz. sein, denn bei Verwendung einer 
stirkeren Saure kann médglicherweise gerade dann eine Oxydation 
des in der Probe vorhandenen KJ stattfinden, wenn die Saure diese 
Substanz erreicht. Wurde die Titration dagegen einige Zeit nach dem 
Anséuern vorgenommen, so verwendete ich jedoch konzentrierte Saure, 
denn man riskiert sonst eine Zufuhr itiberfliissiger Sauerstoffmengen, 
die nach und nach mit dem vorhandenen KJ eine Umwandlung er- 
leiden. Um die Fallung zu lésen, verwendete ich entweder 2 cem 50 proz. 
Saure oder 1 ccm konzentrierte. Diese Menge geniigt immer. Ver- 
wendung und Zweck der Phosphorsiure werde ich spiter behandeln. 

7. Die Verwahrung der Proben bis nach der Analyse. Was die 
Behandlung der Probe nach der Entnahme anlangt, so verwendete 
man in der analytischen Praxis sehr verschiedene Methoden, ohne 
da das eine oder andere Verfahren in der Literatur eine bestimmte 
Begriindung erhalten hatte. So lieBen einige Analytiker die mit 
Manganchloriir und Natronlauge versetzten Proben bis zur titri- 
metrischen Behandlung stehen und sauerten sie erst unmittelbar vorher 
an. Nach diesem Prinzip arbeiteten z. B. Chlopin (1898, 8. 296) und 
in neuerer Zeit Sondén (1912, S. 20), und diese Methode wird oft bei 
Meerwasseruntersuchungen benutzt. In amerikanischen Vorschriften 
(Standard methods of water analysis, 8. 60) wird aber ausdriicklich 
vorgeschrieben, da die Ansiuerung nach einer bestimmten kurzen Zeit 
zu erfolgen hat, worauf die Probe aufbewahrt wird, bis sich eine 
Moglichkeit zur Titration bietet. Endlich verfuhren andere Autoren, 
z. B. Birge und Juday (1911), so, daB sie die gewonnene Probe ohne 
Reagenzzusatz aufbewahrten, bis eine Analyse ermdglicht werden 
konnte. Beim zuletzt erwihnten Verfahren riskiert man aber, dal 
der Sauerstoffgehalt der Probe wegen der stets vorhandenen Sauerstoff- 
zehrung eine Verminderung erfahrt, was nur in reinem Wasser (und 
auch hier nur bis zu einem gewissen Grade) vernachlissigt werden darf. 
Von den beiden zuerst genannten Verfahren will ich zwei Versuchs- 
reihen wiedergeben. 
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Die erste (Tabelle II) bestand aus 15 Proben, die unmittelbar nach- 
einander demselben Wasser (Wasserleitungswasser) entnommen wurden. 
Die Anfangs- sowie die SchluBprobe der Serie bildete je eine gewdhnliche 
Probe, nach der Winklermethode ohne weitere Zusiitze analysiert. Jeder 
der iibrigen Proben der Serie wurden 1 ccm frische Milch und darauf die 
zur Winkleranalyse notwendigen Reagenzien zugesetzt. Wahrend ich zwei 
dieser mit Milch versetzten Proben 10 Minuten nach der Probeentnahme 
analysierte (der Mittelwert der beiden Analysen wurde in die Einzelserie A 
eingetragen), lieB ich die anderen Proben vor der Analyse einige Zeit hin- 
durch stehen. Die eine Halfte dieser letzteren Proben, deren Analyse erst 
nach einer gewissen, fiir die verschiedenen Proben wechselnden langeren 
Zeit stattfand (vgl. die Einzelserie B, C und D), wurde 10 Minuten nach 
dem Manganchloriir- und Natronlaugezusatz mit lccm konzentrierter 
H,SO, angesaiuert, wihrend die andere Halfte der Proben erst unmittelbar 
vor der Titration angeséiuert wurde. Die in den Einzelserien A, B, C und D 
wiedergefundenen Werte unterscheiden sich voneinander hinsichtlich des 
Stehenlassens; sie sind alle Mittelwerte je zweier Analysen, die im iibrigen 
im Hinblick auf das Resultat untereinander nur wenig differierten. 
Bei der Berechnung der Standzeit subtrahierte ich die ersten 10 Minuten, 
die zur Absorption des im Wasser vorhandenen Sauerstoffs durch die 
sauerstoffabsorbierende Fallung in der Probe notwendig waren. 


Tabelle 11. 





Standzeit vor Standzeit vor 


Milchzusats dem Ansiuvern | der Analyse O.-Menge Abweichung \weichung 
Stunden Stunden ccm pro Liter | ccm pro Liter Proz 
0 0 0 3.56 — - 
A{l 0 0 3,34 — 0,25 — 70 
B {1 0 19 3,23 — 0,36 10.0 
{1 19 19 2,20 — 1,39 — 38,7 
c | l 0 24.5 3,19 — 040 — ie 
{1 24.5 24.5 1,91 — 1,68 — 465 
D jl 0 36.5 3,12 — 0,47 — 13,1 
{1 36.5 36,5 1,00 — 2,59 one Ok: 
0 0 0 3,62 —_ -- 


Wie aus der Tabelle ohne weiteres zu ersehen ist, iibt selbst ein 
minimaler Zusatz einer anscheinend recht harmlosen Substanz einen 
sehr ungiinstigen Einflu8 auf das Analysenresultat aus. Noch 
interessanter ist es aber, den EinfluB des Stehenlassens kennenzulernen. 
Man wiirde natiirlich erwarten, daB eine lange Standzeit einen un- 
giinstigen Einflu8 auf den Analysenwert ausiibt, aber diese Einwirkung 
ist verschieden und beruht darauf, ob die Probe angesiuert oder ohne 
Saure gestanden hat. Wahrend die angesiuerten Proben an Starke 
relativ wenig verlieren, geht der Sauerstoff in den alkalischen Proben 
mehr und mehr verloren. Es ist infolgedessen am besten, als kleineres 
Ubel das amerikanische Standardverfahren anzunehmen, wiihrend 
das Stehenlassen der Proben ohne Saure zu verwerfen ist, da es unter 
gewissen Umstainden zu vollkommen unrichtigen Resultaten fiihren 








42 G. Alsterberg : 


kann. Soweit ich die Literatur verfolgte, betonte nur Bruhns (1916), 
ohne jedoch eingehendere analytische Daten anzufiihren, daB es schadlich 
sei, die Proben mit Lauge langere Zeit hindurch stehenzulassen, ein 
Hinweis, der viel zu wenig beachtet wurde. 

Um diesen wichtigen Umstand zu veranschaulichen, den ich 
immer bestatigt fand, will ich noch eine Analysenreihe anfiihren, die 
Proben aus einem ziemlich verunreinigten Teiche umfabt. 

Die Serie ist nach denselben Prinzipien angeordnet wie die friiher 
angefiihrte, doch wurden Anfangs- und SchluBprobe dem verunreinigten 
Teichwasser entnommen, da Proben ohne die vorhandenen Verunreinigungen 
aber mit gleichzeitiger Beibehaltung des Sauerstoffgehalts natiirlich nicht 
erhaltlich waren. Den Proben, die sofort angeséiuert wurden, mischte 
ich lcem konzentrierter H,SO, bei. 


Tabelle 111. 





a oe Ov-Menge Abweichung Abweichung 
Stunden Stunden com pro Liter com pro Liter Proz 
Anfangsprobe 0 0 3,16 — 
\ i O 55 3,10 — 0,05 —16 
cy 5,5 3,03 — 0,12 —38 
af 2 24.5 3,01 —0,14 —44 
| 24,5 24.5 2,98 — 017 —54 
cl 2 28.5 3.06 — 0,09 —29 
| 28.5 28.5 2,97 — O18 — 57 
SchluBprobe 0 0 3,13 — _ 


Auch hier finden wir die gleichen Verhaltnisse, wenn auch in 
bedeutend verringertem Mae. Zieht man diese Umstiande nicht in 
Betracht, so kénnen O,-Analysen nahezu wertlos werden, besonders 
wenn es sich um stirker verunreinigtes Wasser handelt, und vor 
allem dann, wenn die Sauerstoffzehrungsfaihigkeit eines solchen ver- 
unreinigten Wassers bestimmt werden soll. 

8. Die Titration der Probe. Um die Quantitaét des ausgeschiedenen 
Jods zu bestimmen, verwendet man eine n/100 Hyposulfitlésung. 
Man erhalt eine solche Lésung, wenn man ungefihr 2,5 g kristallisiertes 
Hyposulfit (Nag8,03,,5 H,O) in 1 Liter Wasser auflést. Theoretisch 
braucht man 2,4812 ¢ Salz fiir 1 Liter, da aber die Lésung mit Hilfe 
einer Urtitersubstanz eingestellt werden muB, ist ein genaueres Ab- 
wigen des Hyposulfits nicht notwendig. Hinsichtlich der Konstanz 
der Hyposulfitlésung sind verschiedene Ansichten ausgesprochen. So 
hielten z. B. Treadwell (1923) und Banco (1917) die Lésung fiir voll- 
kommen haltbar, wihrend Bruhns (1917) und Abel (1923) energisch 
darauf hinwiesen, daB die Lésung nicht haltbar sei. Auf Grund meiner 
mehrjihrigen analytischen Arbeit, bei der ich taglich solche Lésungen 
verwendete, muB ich der Behauptung der letzterwahnten Verfasser ohne 
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weiteres beistimmen. Obgleich die Lésung gegen C O,-Zufuhr geschiitzt 
war (indem sie in Biiretten aufbewahrt wurde und durch ein Natron- 
kalkréhrchen von der Luft abgesperrt war), konstatierte ich stets 
eine mehr und mehr abnehmende Starke der Lésung. Kolthoff (1919) 
gab mehrere Vorschriften betreffs der Herstellung der Lésung, die 
dadurch haltbar werden sollte, doch konnte ich das Verfahren bis jetzt 
nicht nachpriifen. Als Indikator verwendet man am besten Starke- 
lésung. Sie wird hergestellt, indem man in Wasser gut aufgeschlemmte 
Starke portionsweise in siedendes Wasser gibt. Durch dieses Verfahren 
vermeidet man Klumpenbildung. Etwa 1 g Starke reicht fiir 200 cem 
Lésung, zu jeder Probe gibt man 2 ccm dieser Lésung. Mit der Zeit 
bildet sich auf der Lésung Schimmel und sie zersetzt sich, so da sie 
unbrauchbar wird. Zur Konservierung kann man 20 g reines Kochsalz 
hinzufiigen; solche Lésungen hielten sich nach meiner Erfahrung 
mehrere Monate hindurch. Andere Forscher (Birge und Juday, 1911) 
empfahlen zu demselben Zwecke einen Zusatz von Chloroform, ein 
Verfahren, das ich nicht untersuchte. Um den Umschlag zum farb- 
los scharf beobachten zu kénnen, stellt man wahrend des Titrierens 
den die Probe enthaltenden Erlenmeyerkolben auf einen weiben 
Teller, auf den man etwas Wasser gegossen hat. 

9. Titereinstellung des Hyposulfits. Im allgemeinen empfehlen dic 
hydrochemischen Handbiicher zur Einstellung des Hyposulfits die Ver- 
wendung von Bichromat in Form einer n/100 Lésung. In spaterer 
Zeit gelangte man aber bei den Kontrolluntersuchungen tiber die Zu- 
verlassigkeit dieser Einstellungsmethode zu sehr verschiedenen 
Resultaten, und die von mir selbst ausgefiihrten Untersuchungen 
fielen keineswegs immer zugunsten dieser Methode aus. Bei meiner 
Arbeit iiber verschiedene Titereinstellungsmethoden gelang es mir, 
ein neues Verfahren aufzufinden, das ich gerade fiir den hydrobiologischen 
Gebrauch empfehlen will (Alsterberg, 1926). Beziiglich naherer Einze!- 
heiten im Verfahren verweise ich auf meine eben erwihnte Unter- 
suchung. 


li. Modifikationen der Winklerschen Analysenmethode und verschiedene 
Korrektionsverfahren bei der Anwendung. 


Die Winklersche Methode lift sich ohne weiteres als solche an- 
wenden, doch kommen ab und zu Komplikationen vor, die sie nicht 
. . . + . es . 

ohne weiteres als geeignet erscheinen lassen. Ubrigens diirften die 
Fille, wo sich die Winklermethode wegen der im Wasser vorhandenen 
Verunreinigungen nicht direkt anwenden lat, noch haufiger sein, als 
man annimmt. Gewdéhnlich wird durch diese Komplikationen ein zu 
niedriges Analysenresultat erhalten, manchmal aber auch ein zu grobes. 
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Fiir eine genauere Bestimmung hat man verschiedene Korrektions- 
verfahren ausgearbeitet. Ich will im folgenden die wichtigsten Methoden 
behandeln. 

Ferner versuchte man die Winklersche Methode in verschiedener 
Weise zu modifizieren, um sie zu vereinfachen, doch existiert bis jetzt 
kein besonders empfehlenswertes Verfahren. 


A. Korrektionsmethoden, wobei die Parailelproben mit Manganichlorid 
behandelt werden. 

1. Manganichloridverfahren nach Winkler. Winkler arbeitete (1888) 
Methoden fiir die O,-Analyse von mit Nitriten, organischen 
Stoffen usw. verunreinigtem Wasser aus, die er auch mit verschiedenen 
Abanderungen in einer bedeutend spiter publizierten Abhandlung 
(Winkler, 1914) zur Kenntnis brachte. Die Methode besteht im groBen 
und ganzen in folgendem Verfahren: man versetzt die Analysenprobe 
mit Manganchloriir und Natronlauge ohne Jodkalium; die Fillung 
wird durch einen Zusatz von Salzsiure aufgelést und erst dann gibt 
man Jodkalium hinzu. Es ist klar ersichtlich, dab im Analysenresultat 
ein bedeutendes Defizit entstehen muB, da die vorhandenen oxydier- 
baren Stoffe durch das entstandene Manganichlorid oxydiert werden. 
Winkler suchte nun dieses Defizit dadurch zu vermeiden, da er zu 
einer Parallelprobe desselben Wassers eine bekannte Quantitét Man- 
ganichlorid gab, welches die vorhandene verunreinigende Substanz 
oxydierte, worauf der Uberschu8 an zugefiigtem Oxydationsmittel 
jodometrisch bestimmt wurde. Durch eine Subtraktion des Uber- 
schusses von der Totalmenge zugefiihrten Manganichlorids wurde 
das Defizit erhalten, das nun 2u dem zuerst erhaltenen O,-Analysenwert 
zugezahit werden sollte. Die Methode ist umstindlich und vor allem 
ganz falsch. Die Theorie geht davon aus, daB der O,-Verlust erst 
bei der Aufl@sung der Fallung eintritt, d. h. wenn die Probe angesiuert 
wird. Doch geben uns die hier mitgeteilten Analysenserien wichtige 
Aufklarungen dariiber. Das Defizit entsteht bereits im alkalischen Stadium, 
und zwar durch einen ProzeB, der um so mehr stérend einwirkt, 
je langer man die Probe ohne Saurezusatz stehen laBt. Die Korrektions- 
methode arbeitet in saurer Lésung, und die erhaltenen Resultate miissen 
notwendigerweise ganz anders werden, da die meisten Oxydations- 
und Reduktionsprozesse in alkalischem und saurem Milieu in vdllig 
verschiedener Weise verlaufen. Der Wert der Methode war auch sehr 
umstritten, ohne daB man den Fehler finden konnte. 

2. Das Manganichloridverfahren nach Noll. Diese Kritik der 
Winklermethode trifft auch das Verfahren von Noll (1905). Hierbei 
erhalt man die Korrektur dadurch, daB man die Parallelprobe zuerst 
mit Jodkalium und nachher mit Manganichlorid versetzt. 
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B. Voroxydierungsmethoden mit Permanganat. 


Eine Methode, die in England und Amerika allgemeines Ansehen 
genieBt, ist die von Rideal und Stewart (1901) ausgearbeitete Vor- 
behandlungsmethode der Probe durch einen Zusatz von Permanganat 
und Schwefelsiure. Hat dieser Zusatz eingewirkt, so reduziert man 
den Uberschu8 durch einen Zusatz von Oxalsiure. Beziiglich der An- 
wendung dieser Methode will ich zuerst Standard Methods of Water 
Analysis, 1923, 8. 59ff. anfiihren, wo die Methode zum allgemeinen 
Gebrauch bei Sauerstoffanalysen empfohlen wird. Die Reagenzien 
zur Vorbehandlung sind: konzentrierte Schwefelsiure, Kalium- 
permanganat (6,32 g pro Liter) und Kaliumoxalat (20g pro Liter). 
,.Remove the stopper from the bottle (250 bis 270 cm) and add first 
0,7 cem of the concentrated sulfuric acid, and then 1 cem of the po- 
tassium permanganate solution. These and all other reagents should 
be introduced by pipet under the surface of the liquid. Insert the 
stopper and mix by inverting the bottle several times. If a noticeable 
excess of potassium permanganate is not present after 20 minutes 
again add 1 cem of the permanganate solution; is this still insufficient, 
use a stronger permanganate solution. After 20 minutes have elapsed 
destroy the excess of permanganate by adding l ccm of potassium 
oxalate solution, re-stopper the bottle at once and mix its contents.“ 

Da die Menge der Verunreinigungen im Wasser dié oben bzw. in 
allgemeinen Fallen bestimmte Dosierung oft weit iibertrifft, beschloB 
ich, die Reagenzmenge dadurch zu erhéhen, daB ich zu jeder Probe 
(125 cem) 0,5 ccm einer etwa n/l Kaliumpermanganatlésung (= 3,2 g 
pro 100 cem Lésvmg) und zur Reduktion des Uberschusses 1 ccm 
n/l Oxalsiureldésung (7 g pro 100 ccm Lésung) hinzugab; diese Menge 
muB geniigen, um selbst die ganze hinzugefiigte Permanganatmenge 
zu reduzieren. Doch traten anscheinend sehr sonderbare Stérungen 
auf. Um dies zu demonstrieren, will ich eine Versuchsreihe wiedergeben, 
wo ich die eben genannten Reagenzmengen verwendete. 

Die acht Proben wurden unmittelbar nacheinander demselben durch- 
liifteten Aqua dest. entnommen. Anfangs- und SchluBprobe waren regel- 
rechte Winklerproben, die zeigen sollten, daB wahrend des Verlaufs der 
Probeserie keine Verainderung im Sauerstoffgehalt erfolgt war. Ferner 
wurden zwei Blindproben genommen, deren Analysenmittelwert in Tabelle IV 
Einzelserie A zu ersehen ist, und zu welchen ich 1 ccm n/1 Oxalsdure, 
0,35 cem konzeritrierte Schwefelsiure und nach 20 Minuten die Winkler- 
schen Reagenzien sowie weitere 2ccm 40proz. NaOH gab. Die vier 
iibrigen Proben wurden mit 0,5 cem Permanganatlésung und mit denselben 
Mengen Oxalsfiure und Schwefelséiure versetzt wie die Blindproben. Zwei 
Proben (Mittelwerte in der Einzelserie B) wurden unmittelbar nach der 
volistandigen Klarung (20 Minuten) mit den Winklerschen Reagenzien 
und mit 2ccm 40proz. NaOH versetzt, wahrend die beiden anderen 
(Analysenmittelwert in der Einzelserie C) 20 Stunden stehenblieben, 








46 G. Alsterberg : 


ehe die Winklerbehandlung erfolgte. Unmittelbar nachdem sich die Fallung 
sedimentiert hatte, wurde die Analyse in der iiblichen Weise vorgenommen. 


Tabelle 1V. 





a —— oo Oy-Menge  Abweichung Abweichung 
ecm com cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Anfangsprobe 0 0 4,85 - — 
A l 0 4.87 0,03 + O6 
B I 05 4.26 — 0,56 — ie 
l 0,5 3,85 — 0,99 — 20.5 **) 
SchluBprobe 0 0 4.82 Pos need 
*) Unmittelbare Winkler-Analyse. — **) Winkler-Analyse nach 20 Stunden 


Kigentiimlicherweise ergeben die voroxydierten Proben einen viel 
niedrigeren Wert als die urspriinglichen Winkleranalysen. Noch merk- 
wiirdiger erscheint diese Tatsache bei einem Vergleich mit den Re- 
sultaten der Blindproben. Die Oxalsiure kann nicht dafiir verantwort- 
lich gemacht werden, was auch nach den Resultaten in Tabelle I, 8. 38, 
zu erwarten war. Offenbar nimmt wihrend des Reaktionsverlaufs 
zwischen Permanganat und Oxalsiure das im Wasser geliste O, an 
der Reaktion teil. Der Oxydationsverlauf ist keineswegs mit der 
Klarung der Probe nach der Permanganatreduktion abgeschlossen, 
denn in den Proben existieren noch lange nachher oxydierende Stoffe, 
die das Jod aus dem hinzugefiigten Jodkalium frei machen. Deshalb 
ergeben Proben, die man langere Zeit stehen liBt, noch negativere 
Werte. So wurde der elementare Sauerstoff sichtlich aktiviert, und es 
entstand im spiteren Verlauf der Analyse keine neue, reduktiv wirk- 
same Substanz. 

In einer anderen Untersuchung (Alsterberg, 1926) konstatierte 
ich, daB diese Sauerstoffaktivierung der Mangansuperoxydreduktion 
eigentiimlich ist, die ein Glied in der Permanganatreduktion bildet ; 
ferner, daB sie nicht nur bei Reduktionen mit Oxalsiure vorkommt, 
sondern auch in anderen Fallen, z. B. bei der Reduktion mit Rhodan- 
kalium oder salpetriger Siure. Auch fand ich Werte, die es wahrschein- 
lich erscheinen lassen, daB sie bei Reduktion mit schwefliger Siure 
erfolgt. Die hierher gehérigen Experimente sind jedoch recht um- 
stiindlich, auch noch nicht beendigt, weshalb ich sie hier nicht wieder- 


gebe. 

Ausgehend von den oben gefundenen Tatsachen, mu ich zu einer 
Priifung der Rideal-Stewart-Methode als solcher iibergehen. Ich will 
das Resultat einer Analysenserie mit durchliiftetem Aqua dest. wieder- 
geben (Tabelle V). 

Bei der Anwendung der Methode ging ich nur von den halben Quan- 
titaten der fiir diese Methode vorgeschlagenen Reagenzmengen aus, da 
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meine Probeflaschen nur etwa das halbe Volumen aufnahmen. So gab ich 
0,35 cem konzentrierte Schwefelsiure, 0,5 ccm n/5 Permanganat, 0,5 ccm 
Kaliumoxalat (2g auf 100 cem Lésung) und nachher 0,5cem Mangan- 
chloriirlésung und 1,5 cem K J-Lauge (40 proz. im Verhaltnis zu konzentrierter 
NaOH) dazu. Anfangs- und SchluBproben wurden regelrecht nach Winkler 
analysiert. 





Tabelle V. 
Methode O.+Menge Abweichung Abweichung 
cem pro Liter cem pro Liter Proz. 
ne a cs oe ee. w 4.63 _— — 
Rideal-Stewart ..... 4,58 — 0,04 — 09 
” ew ee 4,59 — 0,03 — 0,6 
Se ee oe 4,61 _— —_ 


Die Abweichungen sind bei den modifizierten Proben im Hinblick 
auf den Wéinkler-Mittelwert gering, liegen aber leider in derselben 
Richtung, so da8 man annehmen kann, sie seien tatsichlich noch 
gréBer: man mu naimlich annehmen, da®B den Proben durch die 
Reagenzien ein gewisses Quantum Sauerstoff zugefiihrt wurde, und 
dennoch sind die erhaltenen Werte zu Mein. Sichtlich besteht hier 
eine Andeutung desselben Phinomens, das eben nachgewiesen wurde. 
Nun sollte man glauben, so kleine Fehler seien praktisch bedeutungslos. 
Es tritt aber ein Umstand hinzu. Ich erwihnte soeben, daB die Sauer- 
stoffaktivierung bei jeder Mangansuperoxydreduktion, im allgemeinen 
unabhingig von der Beschaffenheit des Reduktionsmittels, eintritt. 
Daher laBt sich mit gutem Grund annehmen, dap die Sauerstoffakti- 
vierung mit nachjolgendem Sauerstoffverlust auch bei der Oxydation der 
reduktionsfihigen Produkte in der Probe eintri}ft. Das ist gleichbedeutend 
mit der Unanwendbarkeit der Methode, denn es ist natiirlich gleich- 
giltig, ob die durch die reduktionsfihigen Produkte bedingten Ver- 
luste auf die eine oder andere Weise entstehen. Tatsichlich erhielt 
ich bei Analysenproben, die mit frischer Milch usw. versetzt und 
nachher oxydiert worden waren, Werte, die weit unter dem wirklichen 
Werte lagen. Jedenfalls ist es ausgeschlossen, daB sich die Methode 
zu einer gréBeren Kapazitét ausarbeiten laBt. 


C. Voroxydierungsmethode mit Hypochlorit. 


Diese von Winkler (1915) ausprobierte Methode leidet an _ver- 
schiedenen Mangeln; diese treten besonders dann hervor, wenn man 
gréBere Quantitaéten der Reagenzien anwendet, als Winkler vorschrieb, 
was im allgemeinen notwendig ist, wenn es sich um effektive Oxydation 
der Verunreinigungen im allgemeinen handelt. Beziiglich dieser Methode 
will ich auf meine, friihere Abhandlung (Alsterberg, 1925) hinweisen. 
Doch will ich in dieser Abhandlung hinzufiigen, da} man meiner Er- 
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fahrung nach geniigend kraftige Lésungen erhalten kann, wenn man 
Chlorkalk mit Wasser digeriert. Auch bei Reduktion des Uberschusses 
mittels Rhodankaliumzusatz unter besonderen Umstinden treten 
keine Stérungen auf. Doch mu der Chlorkalk in diesem Falle ganz 
frei von Chlorit sein, wovon man sich nur durch mit reinem Wasser 
genau ausgefiihrte Serienexperimente mit gewéhnlichen Winklerproben 
und voroxydierten Proben iiberzeugen kann, da keine einfachen quali- 
tativen Proben auf Chlorit beim Vorhandensein von Hypochlorit 
existieren. Da Chlorit auBerdem in Hypochloritlésungen sehr leicht 
nach einiger Zeit entsteht, kann ich diese Methode nur ausnahmsweise 
empfehlen. 


D. Parallelbehandlung mit H ypochiorit. 


Auch diese Methode wurde von Winkler (1916) ausgearbeitet. 
Sie besteht darin, daB man eine Hauptprobe und eine Parallelprobe 
mit einer gleich groBen Menge Hypochlorit sowie mit Saure versetzt, 
auBerdem aber zur Hauptprobe die bei der Winklerschen Sauerstoff- 
analyse tiblichen Reagenzien hinzugibt. Die Parallelprobe wird dann 
nur mit KJ versetzt und sofort titriert. Der dabei erhaltene Wert 
entspricht dem Hypochloritiiberschu8 und wird vom Wert der Haupt- 
probe subtrahiert. Ich untersuchte das Verfahren nicht naher, aber 
es ist wahrscheinlich besser als das Manganichloridverfahren. Doch ist 
die Behandlung paralleler Proben immer umstandlich, besonders wenn 
man geringe Quantititen konzentrierter Hypochloritlésungen ver- 
wenden will, da selbst unbedeutende MeBfehler das Analysenresultat 
in sehr stérender Weise beeinflussen. Das Reagens mu8 immer in 
konzentrierter Form dazugegeben werden, da eine gleiche Menge von 
Oxydationsmittel in verdiinnter Form zugleich eine mit freiem elemen- 
taren Sauerstoff gesiattigte oder sogar iibersittigte Lésung darstellt, 
indem Hypochlorit bei Licht unter Entwicklung von freiem Sauerstoff 
zerfallt. AuBerdem treten noch andere Umstiande hinzu, die bei der 
Anwendung der parallelen Chloroxydationstechnik Schwierigkeiten 
verursachen, worauf ich hier nicht naher einzugehen brauche. 


E. Methode mit Auswaschen der Fdllung. 


Diese allgemein empfohlene Methode stammt ebenfalls von Winkler 
(1914). Sie besteht darin, daB man die Fallung, welche in der nach 
der Winklerschen Methode behandelten Probe entsteht, entweder mit 
Kohlensaure (Winkler, |. c.) oder mit Bicarbonat (Bruhns, 1915) be- 
handelt. Die Fallung wird sandig und verliert die Fahigkeit, weiterhin 
Sauerstoff zu absorbieren, worauf man sie durch Waschen von den die 
Analyse stérenden Verunreinigungen befreien kann. Die Methode, 
welche ich nicht direkt priifte, ist mit Riicksicht auf vorkommende 
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Nitrite und ahnliche Verunreinigungen ausgezeichnet, aber in vielen 
anderen Fallen niitzt sie nichts. Wir erwahnten schon friiher, daB 
die stérenden Reaktionen schon im alkalischen Stadium zustande 
kommen. Einige dieser Reaktionen verlaufen sehr rasch. Beim gleich- 
zeitigen Vorhandensein von Sauerstoff und Schwefelwasserstoff bildet 
sich eine Fallung, die durch ihre dunkle Farbe das Vorhandensein von 
Sauerstoff anzeigt; infolge der reduzierenden Fiahigkeit der Sulfide 
wird aber diese Farbe oft innerhalb weniger Minuten gebleicht. Ebenso 
verhalten sich schweflige Saiure und gewisse Polythionsiuren usw., 
doch sind diese zuletzt erwihnten Stoffe insofern von geringerer Be- 
deutung, als sie kiinstliche Verunreinigungen darstellen, wahrend 
Schwefelwasserstoff unter rein ékologischen Umstinden sehr oft vor- 
kommt. Wir sahen auBerdem, daB organische Verunreinigungen auf 
eine ahnliche Weise stéren, wenn auch nicht so energisch wie Schwefel- 
wasserstoff oder schweflige Saure. Deshalb diirfte uns diese Aus- 
waschmethode in den meisten Fallen im Stich lassen. 


F. Spezielle Methoden bei Anwesenheit von Eisen. 


Eisensalze kommen im natiirlichen Wasser sehr oft vor und stéren 
die Winkleranalyse sehr, was spiter durch Ziffern veranschaulicht 
werden soll. Im allgemeinen beriicksichtigt man dreiwertiges Eisen 
(siehe z. B. Buswell und Gallaher, |.c.). Dieses wirkt im allgemeinen 
oxydierend auf gleichzeitig vorhandene Jodide, und als Folge davon 
erhalt man einen zu hohen Wert bei der Sauerstoffanalyse. Dem ist 
aber leicht abzuhelfen, wenn man bei der Lésung der Fillung anstatt 
Salzsiure Phosphorsiure verwendet, denn Ferriphosphat wirkt sehr 
schwach oxydierend. Doch stéren die zweiwertigen Eisensalze nicht 
weniger, denn sie wirken als Reduktionsmittel. Teils absorbiert das 
Ferrooxydhydrat gleich dem Manganooxydhydrat elementaren Sauer- 
stoff, teils wird bei der Lésung der Fillung ein weiteres Quantum noch 
existierenden zweiwertigen Eisens zu dreiwertigem oxydiert. Die 
kompensierende Reaktion, wodurch das dreiwertige Eisen durch 
Oxydation des vorhandenen Jodkaliums in zweiwertige Form iiber- 
gefiihrt wird, geht recht langsam vor sich. Kommen zwei- und drei- 
wertiges Eisen gleichzeitig vor, so besteht nur die Méglichkeit, das 
ganze Eisen durch Oxydation in Ferrieisen zu verwandeln. 


Darum beriicksichtigen die vorher genannten Oxydationsvor- 
behandlungsmethoden, besonders die Chlorierungsmethoden Winklers, 
das Vorkommen von Eisen. Bei Anwesenheit von Eisen in solchen 
Fallen empfiehlt Winkler (1915) die Anwendung von Phosphorsiure. 
Ab und zu wird in der Literatur beim Vorkommen von Eisen Phosphor- 
siure oder auch Schwefelsiure als Lésungsmittel empfohlen, ohne 
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da8 man auf die notwendige Voroxydation der Probe hinweist. Das 
mu zu Fehlern fiihren, da wenigstens unter natiirlichen Verhaltnissen 
damit zu rechnen ist, daB zweiwertiges Eisen in der Probe vorkommt. 

Jedenfalls muB die Probe beim Vorhandensein von Eisen in jeder 
Form voroxydiert werden, wenn der Analysenwert sicher sein soll. 


G. Spezielle Analysenmethoden bei Anwesenheit von Nitriten. 


Auf dem sauerstoffanalytischen Gebiet hat keine verunreinigende 
Substanz so viel Arbeit veranlaBt wie die Nitrite, und die meisten friiher 
erwahnten Korrektionsmethoden befassen sich mit dieser Form von 
Verunreinigung. AuBerdem gibt es spezielle Methoden, die ich hier 
behandeln will. Im iibrigen verweise ich auf meine friihere Arbeit 
(Alsterberg, 1925). 

1. Harnstoffmethode nach Lehmann und Noll. Lehmann (1901) und 
Noll (1917) probierten eine Methode aus, die darin besteht, daB die 
nitrithaltige Probe mit Harnstoff versetzt wird. Die beiden Stoffe 
reagieren nach der Formel 


CO(NH,), + N,O, = CO, + 2H,O + 2N,, 


oder bei gewéhnlicher Temperatur und UberschuB an Harnstoff, was 
vom vorliegenden Falle gilt, 


2 CO(NH,), + N,O; = (H,N),CO, + CO, + 2N,. 


Doch geht diese Reaktion sehr langsam vor sich, weshalb griBere 
Méglichkeit fiir das Vorkommen von Nebenreaktionen vorhanden ist. 
Zur Verdeutlichung fiihre ich eine Serie von Experimenten an. 


Sie umfaBt fiinf Partikularserien. Sie wurden demselben Wasser 
entnommen und mit einer regelrechten Winkleranalyse ohne fremde Zusatze 
begonnen und abgeschlossen. Die anderen auf diese Weise gewonnenen 
Proben der Partikularserie wurden mit Natriumnitritlésung in bestimmten 
Quantitaten, 0,5 ccm 50 proz. Harnstofflésung und 0,5 cem 25proz. Schwefel- 
siure, versetzt. Einige dieser Proben, die in der Tabelle VI nicht direkt 
angefiihrt sind, fungierten als Parallelproben, wenn es sich darum handelte, 
den AbschluB der Reaktion zu konstatieren (durch Zusatz von KJ und 
Starkelésung) sowie fiir die Untersuchung der eingetroffenen Veranderungen 
im Salpetergehalt. Diesen untersuchte ich durch einen qualitativen Ver- 
gleich zwischen dem Salpetersiuregehalt der urspriinglichen Nitritlésung 
in der Verdiinnung, die zustande kam, wenn man Nitritlésung zur Probe 
gab, und einer Probe, die man mit Harnstoff die nétige Zeit stehen lieB. Bei 
diesen Analysen wurde das Diphenylaminreagens von Tillmans (1910) ver- 
wendet. In denVergleichsproben, die die urspriingliche Nitritlésung enthielten, 
muBte der Nitritgehalt zuerst entfernt werden, um die Salpeterséureanalyse 
zu erméglichen. Diese geschah durch Zusatz von Natriumazid im UberschuB 
und Schwefelsiure. Der Uberschu8 an Stickstoffwasserstoffsiure wurde 
seinerseits durch Kochen entfernt, bis die Probe ungefahr ein Viertel oder 
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ein Drittel ihres Volumens verloren hatte'), worauf die Probe zu ihrem 
urspriinglichen Volumen verdiinnt wurde und jetzt zur Analyse fertig war. 
Zwei der mit Nitrit, Harnstoff und Schwefelsiure versetzten Proben wurden 
nach abgelaufener Reaktionszeit mit den Winklerschen Reagenzien versetzt 
und auf O, analysiert (in der Tabelle VI ,,Nitrit-Winkler“). Alle in der 
Tabelle VI angegebenen Werte sind das Mittel zweier Analysen. Mit 
Harnstoff versetzte Proben wurden nach 20 Stunden analysiert. 





Tabelle VI. 
M 
Netriven- OgsMenge Ab Ab» 
Methode nitrit weichung —weichung Anmerkungen 
‘robe | “Liner | “Line | Pros. 
a | aa a 0 | 433 — 
A | Nitrit- Winkler. 1: 42 | 007 —426 —98,4 | 
| Winkler... .. 0 4.91 - Deutlich er- 
| Nitrit-Winkler. .. | 21 | 279 | —212 | —43,2 | Débter Selpeter 
Winkler. ..... 0 | 4,79 _— — 
Nitrit-Winkler. . . 105 | 3,63 —116 —242 
D «4-0-6 «-- 0 | 4,73 _ 
Nitrit-Winkler. | 525 | 462 —oll — 23)| Selpetersdure 
ae It nicht 
gE | Winkler... ... 0 | 4,65 _ all deutlich erhdht 
* | Nitrit- Winkler. . . 2,63 463 —002 — 


Die Zusammenfassung der Resultate ergibt, daB sich\die Destruktion 
auch geringer Nitritquantitéten durch Harnstoff nicht leicht durch- 
fiihren 14Bt, ohne daB gleichzeitig der im Wasser geléste elementare 
Sauerstoff verschwindet und damit der Zweck der Behandlung verfehit 
ist. Im Partialexperiment A wurde nur ein Bruchteil des anfangs 
vorhandenen Sauerstoffs in der Analyse konstatiert. Noch im Partial- 
experiment D war die Differenz gréBer als 2 Proz. Wohin kommt nun 
dieser verschwindende Sauerstoff? Diese Frage laBt sich leicht beant- 
worten, denn der Sauerstof{f verursacht eine Erhéhung des Nitratgehalts. 
Der hinzugefiigte Harnstoff spielt keine Rolle, denn ich konstatierte, 


1) Die Stickstoffwasserstoffsiure ist sehr fliichtig. Nichtsdestoweniger 
mu8 man die Probe bei gréBerem Fliissigkeitsvolumen kochen, um sie zu 
entfernen, was unbedingt notwendig ist, weil sie durch ihre Gegenwart 
die Salpetersiurereaktion schwacht oder verhindert. Handelt es sich um 
geringe Fliissigkeitsmengen, so untersucht man am besten auf Stickstoff- 
wasserstoffsiure, indem man beim Kochen der Probe einen mit neutralem 
Eisenchlorid getrainkten Filtrierpapierstreifen vor die Miindung des Probe- 
réhrchens halt : momentan auftretende Rotfarbung bezeichnet das Vorkommen 
von Stickstoffwasserstoffsiure (Alsterberg, 1924b). Doch muB ich darauf 
hinweisen, da eine Dunkelfarbung nach der Erwdérmung des Papiers nur 
auf einer bei héherer Temperatur starker auftretenden Hydrolyse des 
Eisenchlorids beruht, wahrend die Stickstoffwasserstoffsiure in diesem 
Falle verdunstet, ohne das Papier zu farben. 


4* 
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daB diese Substanz auch in groBen Mengen auf die Resultate der 
Winkleranalyse keinen Einflu®B ausiibt. Das geht auch aus den Resul- 
taten der spiteren Partialserien in dem eben referierten Experiment 
hervor. Auch tiber den naheren Verlauf kann man sich mit einer ge- 
wissen Bestimmtheit aussprechen. Beim Destruktionsproze8 zwischen 
Nitrit und Harnstoff bildet sich eine Menge sehr kleiner aufsteigender 
Gasblasen, sie bilden eine groBe Oberflache, durch welche die salpetrige 
Saiure und Sauerstoff aus dem Wasser diffundieren. Diese reagieren 
aufeinander nach der Forme! 


2N,0,; + O, = 2N,0,, 
worauf die so gebildete Untersalpetersiure im Wasser in salpetrige 
Saure und Salpetersdure zerfillt. 


N,0, + H,O = HNO, + HNO, 


Dieser Kreislauf kann weitergehen, bis das ganze Nitrit zu Salpeter- 
siure verarbeitet oder bis der ganze Sauerstoff verschwunden ist. 
Hier ist die Zeit ein wichtiges Moment, und da der ZerfallsprozeB 
zwischen salpetriger Saiure und Harnstoff so auBerordentlich langsam 
vor sich geht, kénnen diese Umstiande eine bedeutende Rolle spielen. 

Der Versuch zeigt im Hinblick auf die O,-analytische Technik, 
daB das Lehmannsche Verfahren ginzlich ungeeignet ist, wenn es sich 
um die Entfernung gréBerer Nitritmengen handelt. Erst bei niedrigerem 
Nitritgehalt sind bessere Resultate zu erzielen. 

Noll (\. c.) experimentierte mit derselben Methode, und seine 
Resultate sind durchweg gute, aber die yon ihm angewendeten Nitrit- 
mengen sind im allgemeinen geringer als meine. Allerdings versetzte 
er jede Probe mit 1 ccm 50proz. Harnstoff und 1 cem 25proz. Schwefel- 
siure, waihrend ich nur 0,5cem von jedem Reagens dazu gab, weil 
meine Probeflaschen viel kleiner waren. 

Hier mag erwaihnt werden, daB die konstatierten Tatsachen nicht 
ohne Bedeutung sind, wenn es sich um die Analyse der Nitrite handelt. 
Wir sahen, daB der Nitritgehalt in den Proben bei der Harnstoff- 
behandlung stieg, was in offenen Proben in noch héherem Grade statt- 
fand. Daher ist Harnstoff nicht als Destruktionsmittel fiir Nitrite 
geeignet, wenn es sich um die separate Analyse von Nitraten bei An- 
wesenheit von Nitriten handelt. Hierfiir erwies sich die Stickstoff- 
wasserstoffsiure und ihre Salze als weitaus besser (Sommer und Pincas, 
1915; Alsterberg, 1924b). 

2. Neutralisationsmethoden nach Clarke, Hale und Melia. Beziiglich 
dieser Methoden verweise ich auf meine Abhandlung (Alsterberg, 1925). 
Die Methode Clarkes hat Noll (1917) recht scharf und wahrscheinlich 
richtig kritisiert. Die Methode Hales und Melias (1913) kontrollierte 
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ich durch eigene Experimente und fand sie sehr gut, wenn es sich darum 
handelt, die Nitrite als katalysatorisch stérende Substanzen auszuschliefen. 
Doch besteht eine Fehlerquelle im Analysenresultat darin, daB es durch 
den Sauerstoff erhéht wird, den die Nitrite bei ihrem Ubergang in 
Stickstoffoxyd abgeben. 

3. Die Azidmethoden. Beziiglich dieser von mir ausgearbeiteten 
Methoden verweise ich auf meine Abhandlung (Alsterberg, 1925). 
Durch diese Methoden lassen sich vorhandene Nitrite leicht entfernen. 
Doch kénnen nur geringe Nitritmengen auf diese Weise entfernt werden. 
Ich fand, daB man jede Probe (125ccm) mit 10 mg NaN, versetzen 
kann, ohne dem Analysenresultat im geringsten zu schaden. Diese 
Dosis geniigt, um Stérungen einer Nitritkonzentration von etwa 25 mg 
pro Liter (berechnet als NaNO,) zu entfernen. Handelt es sich um 
die Entfernung gréBerer Nitritmengen, so mu man zu anderen 
Methoden greifen. 

H. Romijns Methode. 


Romijns Methode (1896) ist eigentlich nur eine Modifizierung der nicht 
modifizierten Winklerschen Analysenmethode mit besonderer Beriick- 
sichtigung eines von Romijn konstruierten ProbeentnahmegefiBes, das die 
Form einer Pipette hat und oben und unten durch Hahne verschlossen ist. 
Die bei der gewéhnlichen Winklermethodik entstehende Fallung bildet ein 
Hindernis fiir die Anwendung des Apparats. Die Entstehung einer solchen 
Fallung wird dadurch verhindert, daB man nach der Manganchloriirdosis 
Seignettesalz zur Probe gibt; beim Laugenzusatz entsteht keine Fallung 
in der Probe, sondern die ganze Fliissigkeit wirkt O,-absorbierend. Doch 
erhalt man (Jorissen und Ringer, 1905; van Eck, 1913; Schoorl, 1913) 
bei dieser Methode leicht fehlerhafte Werte, z. B. wenn Kalk oder Magnesia 
vorhanden ist, weshalb die Methode unbrauchbar ist. 


Ill. Eine neue Korrektionsmethode mittels Voroxydierung durch Brom. 


Wenn es sich darum handelt, die Stérungen reduzierender Stoffe 
samtlich auszuschalten, so erfiillen die referierten Korrektionsmethoden 
diese Forderung nicht. Die Parallelbehandlungen sind immer mehr 
oder weniger kompliziert und doch durchaus nicht sicher; das Mangani- 
chloridverfahren ist ganz unbrauchbar, die Parallelbehandlung mit 
Chlor ist besser, doch riskiert man hier Fehler, die mit Riicksicht 
auf das Analysenresultat recht hoch sind. Eine Vorbehandlungsmethodik 
ist absolut vorzuziehen, aber die dafiir ausprobierten Methoden sind 
unsicher. Das Verfahren von Rideal und Stewart (1901) muB ganz 
einfach immer mehr oder weniger fehlerhafte Resultate erzielen, wie 
meine Experimente nachweisen, und Winklers Chlor-Rhodanmethode 
(1915) hat den Nachteil, daB sich der Reinheitsgrad des Chlorkalks 
nicht durch einfache Experimente bestimmen l4Bt. Die Auswasch- 
methode erzielt in gewissen Fillen gute Resultate, ist aber in anderen 
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nutzlos. Die Methoden, welche besonders die Nitrite beriicksichtigen, 
spielen nur eine spezielle Rolle. Darum war es notwendig, eine Kor- 
rektionsmethode auszuprobieren, die sich zum allgemeinen Gebrauch 
eignete. Die O,-Analysenmethode Winklers ist wegen des Wechsels 
neutrale — alkalische > saure Reaktion héchst empfindlich und laBt 
sich nicht in allen Fallen anwenden. Doch laBt sich ihre allgemeine 
Brauchbarkeit erhéhen, wenn man sie mit ausgearbeiteten Korrektions- 
verfahren kombiniert. Ich will jetzt eine neue Voroxydierungsmethode 
darlegen, deren Brauchbarkeit ich auBerdem in einer Reihe von Fillen 
untersuchte. 
A. Voroxydierungstechnik mit freiem Brom. 

1. Die allgemeinen Prinzipien der Voroxydierungstechnik mit 
Brom. Meine Methode besteht hauptsichlich darin, daB die Wasser- 
probe, welche einer O,-Analyse unterworfen werden soll, zuerst mit 
freiem Brom oxydiert wird. Brom ist ein recht starkes Oxydations- 
mittel, das die meisten reduzierenden Stoffe, welche die Winklersche 
Analyse stéren, angreift. Ferner kann freies Brom quantitativ salpetrige 
Saure zu Salpetersiure oxydieren; seiner Wirkung nach gleicht es 
am meisten freiem Chlor. Der Bromiiberschu8 wird durch einen Zusatz 
von Salicylsiure reduziert. Dieser gegeniiber sowie gegeniiber den 
Phenolen und Phenolderivaten wirkt das Brom substituierend, indem 
es z. B. mit Salicylsiure, wenn diese im Uberschu8 vorhanden ist, 
Tribromsalicylsaure bildet : 


CgH,(OH)COOH + 3 Br, = C,H Br,(OH)COOH + 3 HBr. 


Tribromsalicylsaure wirkt auf Jodkalium nicht oxydierend, weshalb 
eine so behandelte Probe nachher nach der Winklermethode auf Sauer- 
stoff analysiert werden kann. Ich versuchte, andere Phenolderivate 
zu verwenden, besonders Phenol, das sich leichter als Salicylsiure 
hinzugeben léBt, konstatierte aber in den darauffolgenden Analysen 
groBe O,-Verluste. 

Auch die Salicylsaure ist nicht ganz ohne Einflu8 auf die folgenden 
Stadien der O,-Analyse, aber diese Einwirkung ist durch einen ge- 
niigenden Zusatz von K J leicht zu eliminieren. Auf freies Jod in saurer 
Lésung ist reine Salicylsiure ohne Wirkung, wogegen diese Substanz 
in alkalischer Lésung stark substituierend wirkt. 

2. Die zur Voroxydation nétigen Reagenzien. Die zur Bromvor- 
oxydierung notwendigen Reagenzien sind: Bromlésung und eine Lésung 
von Natriumsalicylat. Ferner benutzte ich bei Verwendung dieser 
Technik immer Phosphorsiure zum Anséuern der Probe. 

Die Bromiésung kann auf verschiedene Weise zubereitet werden. 
Meistens gab ich etwa 9g freies Brom (= 3ccm, mit Rohrpipette 
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gemessen), 6g KBr, in ein wenig Wasser gelést und 10 cem 25proz. 
HCl! in einen 100-ccem-MeBkolben, worauf die Zusiitze geschiittelt 
wurden, bis das Brom aufgelést war. Daraufhin gab ich Aqua dest. 
dazu, so daB 100 ccm Lésung entstanden. Die ungefahrn/1l Lésung ist 
recht haltbar, wenn man sie in einer braunen Flasche mit Glasstépsel 
aufbewahrt (geschiitzt vor Licht), nimmt jedoch nach und nach an 
Starke ab. Das Brom oxydiert das Wasser, wobei sich freier Sauerstoff 
und Bromwasserstoff bilden, weshalb man nach einer gewissen Zeit 
eine neue Lésung zubereiten muB, je nach den Forderungen, die man 
an die Starke der Lésung stellt. Man stellt sie am leichtesten fest, indem 
man nach einem geniigenden KJ-Zusatz zu einer abgemessenen 
Quantitat Lésung in etwa 50 bis 100 ccm Wasser mit einer bekannten 
Hyposulfitlésung titriert. Die Pipettierung des freien Broms bei der 
Zubereitung der Lésung ist recht unangenehm; diese Schwierigkeit 
vermeidet man aber, wenn man von Kaliumbromat ausgeht. Man 
lést 20 g Na Br in 20 cem kaltem Wasser in einem 100-cem-MeBkolben, 
versetzt die Lésung mit 3g KBrO, und, ohne dessen Auflésung ab- 
zuwarten, nach und nach mit 25ccm 25proz. HCl, wobei man die 
Lésung unter der Wasserleitung abkiihlt, um ihre Erwirmung wahrend 
der Reaktion zu verhindern. Jetzt entsteht eine Lésung von freiem 
Brom, sobald sich das Bromat list; um das frei gemachte Brom zur 
Auflésung zu bringen, muB man die Flissigkeit schiitteln. Ist die ganze 
Saure zugefiihrt und hat sich das Bromat gelést, so verdiinnt man 
mit Aqua dest. zu 100 cem-Lésung, worauf das Reagens fertig ist. Ich 
glaube, JdaB sich Natriumbromat leichter verwenden lat als das ent- 
sprechende Kaliumsalz, weil das Natriumsalz leicht léslich ist. Doch 
konnte ich dies nicht priifen. 

Salicylsiure wurde in Form von Natriumsalicylat verwendet, weil 
diese Verbindung leicht léslich ist; die Siure als solche ist dagegen 
recht schwer léslich. Dieses Reagens wird bereitet, indem man 10g 
Salicylsiure in einem Becherglas abwagt und 10 bis 20ccm Wasser 
und 20cem 15proz. Natronlauge (aus ganz reiner Substanz bereitet) 
dazugibt, worauf sich die Siaure recht rasch list. Nachdem sie sich 
ganz oder fast ganz gelést hat, gibt man Aqua dest. dazu, so daB 100 ccm 
Lésung entstehen. Das Reagens hilt sich bei dieser Konzentration 
lange Zeit, nimmt aber nach und nach eine gelbe bis schwach braungelbe 
Farbe an, was gar nichts bedeutet. Wird das Praparat aber sepiabraun, 
was nur in konzentrierten Lésungen gewéhnlich sehr rasch eintritt, so 
muB es erneuert werden. Die Lésung ist in einer mit Glasstépsel ver- 
sehenen Flasche aufzubewahren. 

Als Lésungsmittel fiir die Fillung verwendete ich konsequent 
sirupése Phosphorsiure (85proz.). In den meisten Fallen laBt sich 
Salz- oder Schwefelsiure verwenden. Wenn aber Eisensalze in der 
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Probe vorhanden sind, mu8 man aus mehreren Griinden Phosphorsiure 
verwenden. 

3. Behandlung der Analysenprobe bei Anwendung der Voroxy- 
dierungsmethode mittels Brom. Man mu die Probe in gleicher 
Weise und mit denselben Flaschen entnehmen, wie ich es friiher 
empfohlen habe. Danach gibt man unmittelbar 0,5 cemjmit der Meb- 
pipette entnommene Bromlésung hinzu, worauf man* den Stépsel 
einsetzt und die Probe schiittelt, die man dann etwa 24 Stunden stehen 
1aBt. Unmittelbar vor der Analyse erfolgt die weitere Behandlung 
der Probe. Nachdem man die eventuell vorhandene Fliissigkeit zwischen 
Stépsel und Hals der Flasche entfernt hat, nimmt man den Stépsel 
heraus und gibt sofort 0,5 ccm Natriumsalicylatlésung hinzu. Hernach 
setzt man den Stépsel wieder ein, ohne daf irgend eine Luftblase vor- 
handen sein darf, worauf die Probe alsdann geschiittelt wird. Die 
Probe muB8 sich nun sogleich vollstandig klaren oder durch die aus- 
geschiedene bromierte Salicylsiure héchstens etwas triibe sein. Wichtig 
ist, daB man die Probe unmittelbar nach dem Salicylsiurezusatz 
schiittelt, denn sonst wird die bromierte Salicylsiure in groBen Flocken 
ausgeschieden ; in diesem Falle wird der oxydierende Bromzusatz nicht 
ganz reduziert, sondern es bleiben Spuren davon zuriick, méglicher- 
weise deshalb, weil in der groBflockigen Fallung der bromierten Salicyl- 
siure Tribromsalicylsiurebromid eingeschlossen ist, das bei der Reaktion 
des iiberschiissigen Broms auf Salicylsiure entsteht. Diese Verbindung 
wirkt oxydierend auf Jodkalium. 

Durch das sofortige Schiitteln dér Probe nach dem Salicylsaure- 
zusatz wird die immer unmittelbar entstehende Triibung aufgelést und 
die Salicylsiure wirkt iiberall im UberschuB8. Ich iiberzeugte mich auch 
durch Experimente, da8 nicht bromierte Salicylsiure Tetrabrom- 
derivate reduzieren kann. 

Hat die Probe 15 Minuten gestanden, so 6ffnet man die Flasche 
wieder, worauf die Winklerschen Reagenzien (1 ccm Manganchloriir 
und 1 cem KJ-haltige Natronlauge) dazugegeben werden, worauf 
man die Probe schiittelt. Die entstehende Fillung ist sehr voluminés 
und sinkt nie so vollstindig in sich zusammen, wie dies sonst der 
Fall ist. Das beruht sichtlich auf der vorhandenen Salicylsaure; 
diese bedingt auch eine stirkere Braunfairbung. Doch ist die Lésung 
oberhalb der Fiallung immer ganz klar, wahrend sie bei der ge- 
wohnlichen Winkleranalyse oft recht triibe ist. 

Nach dem Zusatz der Winklerreagenzien wartet man 10 bis 
15 Minuten (die Fallung nimmt da die Halfte der Flasche ein) und gibt 
dann die Saéure dazu. Auf Grund der voluminésen Beschaffenheit 
der Fallung muB man hier vorsichtig vorgehen, da die Fallung sonst 
leicht aufgewirbelt wird; hat man den Stépsel herausgenommen, so 
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taucht man die Pipette in die Flasche und lat erst dann die Saure 
ausflieBen, wenn die Pipettenspitze den Boden der Flasche erreicht hat. 
Ist der gréBte Teil der Saure ausgeflossen, so zieht man die Pipette 
langsam heraus, wobei die restliche Saure ausflieBt, ohne die Fallung 
im mindesten aufzuwirbeln. Dann verschlieBt und schiittelt man die 
Flasche, bis sich die Fallung aufgelést hat, worauf die Lésung klar 
oder, wegen der ausgeschiedenen Salicylsiureverbindungen, triibe ist. 
Am besten ist es, 1 cem sirupése Phosphorsiure zur Probe zu geben; 
auch muB die Pipettenmiindung weit und die Pipette im iibrigen nicht 
zu eng sein, da Phosphorsiure in dieser Konzentration schwer- 
fliissig ist. Zieht man Schwefelsiure vor, so geniigen 2cem 50proz. 
Schwefelsiure. Beziiglich der Saure kann man sich schon wahrend der 
Vorbehandlung entscheiden; die Entscheidung hingt davon ab, ob 
Eisen vorhanden ist oder nicht. Existiert Eisen, so fairbt sich die Probe 
beim Salicylzusatz mehr oder weniger deutlich lila, beim Vorkommen 
einer gréBeren Menge von Eisen so stark, daB die Phosphorsiure schon 
deshalb bei der Lésung der Fallung notwendig ist, weil man den Um- 
schlag bei der Titration sonst nicht wahrnehmen kénnte. Phosphor- 
siure besitzt namlich die Eigenschaft, die Farbe vieler Eisenverbin 
dungen zu bleichen. So verschwindet z. B. bei Monokaliumphosphat- 
zusatz die braune Farbe des Ejisenchlorids und die rote Farbe der 
Ferrirhodanide, und dasselbe gilt von den stark gefirbten Ferriver- 
bindungen mit verschiedenen Phenolderivaten. 

Danach ist die Probe zur gewéhnlichen Titration fertig. 

Doch muB ich noch einiges hinzufiigen. Der VerschluB der Probe- 
flaschen nach kleineren Reagenzzusitzen, wobei die Fliissigkeit nicht 
den ganzen Hals der Flasche ausfiillt, erfordert eine gewisse Geschicklich- 
keit, da sonst leicht eine Luftblase zuriickbleiben kann. Dem entgeht 
man leicht, wenn man den Stépsel beim VerschlieBen der Flasche rasch 
hineinschiebt. Steht die Probe langer als 24 Stunden, so muB man 
immer einige VorsichtsmaBnahmen treffen, um zu verhindern, daB 
Luft in die Flasche gesaugt wird; das geschieht nimlich sehr leicht 
trotz guter Stépsel, weil die Fliissigkeit auf Grund einer Kapillar- 
aufsaugung der Fliissigkeit zwischen Stépse] und Flaschenhals einer 
geringen Verdunstung ausgesetzt ist. Um das zu verhindern, muB man 
immer darauf achten, daB der Zwischenraum zwischen dem Stépselkopf 
und dem oberen Rand des Flaschenhalses mit Wasser gefiillt ist. Das 
erreicht man am besten dadurch, daB man die Flasche gleich nach dem 
Schiitteln unter einen Wasserstrah! halt, der den Stépselkopf trifft ; 
das Wasser flieBt daran herunter und pflegt den Zwischenraum voll- 
standig auszufiillen. 

4. Experimentelle Resultate, die zeigen, dag die zur Bromoxydation 
notwendigen Reagenzien nicht stérend auf die Analyse einwirken. Natiirlich 
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muBte ich mich durch blinde Proben von der Verwendbarkeit der 
Methode tiberzeugen. Ich gebe hier eine Serie wieder, die diesen Vorgang 
illustriert. 

Sie bestand aus sechs Proben, die alle demselben Wasser (durchliiftetes 
destilliertes Wasser) entnommen waren. Die eine Halfte wurde nach der 
gewohnlichen Winklermethode behandelt, wobei Schwefelséure als Losungs- 
mittel zur Verwendung gelangte. Die andere Halfte wurde nach der Brom- 
oxydationstechnik behandelt. 





Tabelle VII. 
Methods O2-Wert Abweichung Abweichung 

cem pro Liter | ccm pro Liter Proz. 
Bromoxydation ... . 5,30 + 0,01 + 0,2 
+... Fe eakannae. 5,30 — —_ 
Bromoxydation .... 5,30 + 0,01 + 0,2 
+ = * 4 6.2» 9 5,28 — — 
Bromoxydation ... . 5,30 + 0,01 + 0,2 
Es ask tetdieine 5,29 — _ 


Die hier wiedergegebene Serie bestatigt die Brauchbarkeit der 
neuen Vorbehandlungsmethode zur Geniige. Ich muB aber auf das 
scharfste betonen, wie wichtig das Vorhandensein einer geniigenden 
KJ-Menge in der Probe ist, da sonst die hinzugefiigte Salicylsiure 
bei der Lésung der Fallung leicht von der oxydierten Manganfillung 
angegriffen wird. 

Nun kénnte man allerdings fiirchten, daB die neue Methode beim 
Vorhandensein héherer O,-Gehalte versagen sollte. Mit Riicksicht auf 
die Salicylsiure lieBe sich vermuten, daB eine gréBere Mangansuper- 
oxydquantitat, die ja aus einem hohen O,-Gehalt resultiert, auf die 
Salicylsaure irgendwie oxydierend wirken kénnte. DaB dies nicht der 
Fall ist, geht aus den Zahlen eines Experiments hervor, das nach den- 
selben Prinzipien wie das eben besprochene angeordnet war, doch 
bestand der Unterschied darin, da8 das Probewasser infolge Durch- 
liftung mit freiem Sauerstoff sehr O,-reich war. 





Tabelle VIII. 
par ee O-Wert Abweichung  Abweichung 

pethade ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Se ae 19,80 —_ -— 
Bromoxydation .. . 19,75 + 0.0 + 0,0 
ae gee ae eee 19,76 _— — 
Bromoxydation .. . 19.73 , —002 | —9O) 
ET ie oo a 19,70 a aa 
Bromoxydation .. . 19,73 — 0,02 —0,1 


Aus den Werten geht mit aller Deutlichkeit hervor, daB das bei 
hoheren O,-Konzentrationen befiirchtete Defizit nicht zustande kommt. 
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B. Anwendung der Bromoxydationstechnik beim Vorhandensein von Eisen. 


1. Vorhandensein von Ferroverbindungen. Zweiwertiges Eisen 
kommt, wiewohl in geringen Mengen, im Wasser sehr oft vor. Im 
allgemeinen legte man ihm als stérende Substanz nur wenig Bedeutung 
bei und beriicksichtigte von diesem Gesichtspunkt aus nur dreiwertiges 
Eisen. Bruhns betonte (1916) als einziger die Bedeutung der Ferro- 
verbindungen als stérender Substanzen, erklirte aber gleichzeitig fir 
unmdglich, eine einfache Sauerstoffanalysenmethode fiir Wasser, das 
auf solche Weise verunreinigt ist, zu finden. 


Um die Bedeutung der Ferroverbindungen zu demonstrieren, will 
ich eine Versuchsreihe anfiihren. Sie bestand aus 12 Proben, unmittelbar 
nacheinander demselben Wasser (durchliiftetes destilliertes Wasser) ent- 
nommen. Drei Proben waren gewéhnliche Winkleranalysen, und bei der 
SchluBanalyse wurde 50proz. H,SO, verwendet; drei Proben wurden in 
derselben Weise behandelt, aber auBerdem mit je 1 ccm Ferrosalzlésung 
versetzt, die aus 3,5g Mohrs Salz (Ferroammoniumsulfat) auf 100 cem 
Lésung (l ccm = 5 mg Ferroeisen) bestand; ferner wurden drei Proben 
ebenso behandelt, aber in Phosphorséure aufgelést. Die letzten drei Proben, 
ebenfalls mit Eisen versetzt, wurden nach meiner Bromoxydationsmethode 
behandelt. Das Resultat der Analysen veranschaulicht Tabelle IX. 





Tabelle 1X. 
Ferroeisenzusetz : O,-Wert Abweichung Abweichuny 
Methods mg pro Probe Steve cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler .... 0 H,S0O, 5,23 ~- — 
s asi 5 * 1,49 — 3,74 — 715 
» —- 5 H, PO, 1,42 — 3,81 —728 
Bromoxydation 5 Pe 5,24 + 001 + 02 


Bei der Ausrechnung der Resultate korrigierte ich die Fliissigkeits- 
volumina, indem ich das Volumen der hinzugefiigten Ferroeisenlésung 
subtrahierte, da sich nicht annehmen laBt, daB sie freien Sauerstoff 
enthalten kann, weil die Lésung sehr bald durch eine briunliche Fallung 
— sichtlich O,-absorbierendes Ferrooxydhydrat — getriibt wurde. 


Die Ziffern enthiillen mehrere iiberraschende Tatsachen. Das 
zweiwertige Eisen verwandelt sich wihrend der Analyse auf Kosten 
des vorhandenen elementaren Sauerstoffs in dreiwertiges und deshalb 
werden die Analysenresultate nach der nicht modifizierten Winkler- 
methode zu niedrig. Allerdings wirkt das so entstandene dreiwertige 
Eisen oxydierend auf das vorhandene Jodkalium, aber dieser ProzeB 
geht so langsam vor sich, daB das einzige Resultat ein schlechter Um- 
schlag bei der Titrierung ist. Dieser riickliufige Prozef} ist bei mit 
Phosphorséure behandelten Proben ganz ausgeschlossen, und deshalb 
erscheint der O,-Verlust in Analysen nach der auf diese Weise modifizierten 
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Winklermethode beim Vorhandensein von Ferroeisen am meisten 
ausgepragt. In den Proben nach der Bromoxydationsmethode stimmen 
die Werte nahezu vollstindig mit den Winkler-O,-Werten der Proben 
ohne Eisen iiberein, und damit ist der Beweis fiir die Anwendbarkeit 
der Methode in diesem Falle erbracht. 


Tatsachlich ist man erstaunt dariiber, daB eine so geringe Ferro- 
menge die Analyse so zu stéren vermag, denn wiewohl der absolute 
O,-Gehalt des Wassers keineswegs niedrig war, gingen doch ungefihr 
72 Proz. des Totalwertes (= 3,8ccm pro Liter) verloren. Bei einer 
Berechnung stellt sich der Ferrogehalt in diesem Falle sehr hoch (5 mg 
pro Probe = etwa 40mg pro Liter), weshalb man unter natiirlichen 
Verhaltnissen nicht mit solchen Stérungen rechnen kann. Die Ferro- 
eisenmenge beliuft sich pro Liter héchstens auf ungefahr 5 mg (vg). 
z. B. Schreiber, 1906; Knauthe, 1907, S. 25, 35; Sondén, 1914, 8. 9, 11, 
31, 35 usw.); verschwindet aber der freie Sauerstoff oder wird das 
Wasser stark sauer, so kann die Ferrokonzentration natiirlich bedeutend 
sein. Nun greift auch eine Konzentration von 5 mg Ferroeisen sehr 
stérend in die Analyse ein, was durch eine einfache Berechnung ver- 
anschaulicht werden kann: im oben angefiihrten Experiment ab- 
sorbierten 40 mg Ferroeisen ungefahr 3,8 ccm Og,, folglich miissen 5 mg 
pro Liter, bei der oben erwaihnten O,-Konzentration 0,4 bis 0,5 ccm 
(= 8 — 10 Proz.) absorbieren, ein sehr bedeutender Fehler. 


2. Vorhandensein von Ferriverbindungen. Aus dem vorhergehenden 
Analysenresultat laBt sich leicht antizipieren, welches Resultat mit 
Riicksicht auf etwa vorhandenes dreiwertiges Eisen zustande kommt. 
‘ Doch méchte ich hier besonders mit Riicksicht auf den stérenden 
EinfluB, den die Ferrisalze auf die nicht modifizierte Winklermethode 
ausiiben, eine tabellarisch geordnete Serie anfiihren. 

Sie wurde nach denselben Prinzipien wie die vorhergehende Serie aus- 
gefiihrt. Nur wurde dort, wo ich friiher Ferrosalze dazugegeben hatte, 
Ferrisalz in Form einer Ferriammoniumsulfatlésung (4,3 g Ferriammonium- 
sulfat pro analysi Merck auf 100 ccm Lésung) hinzugefiigt. Von dieser 
Lésung gab ich zu jeder Probe 1 cem (= 5 mg Ferrieisen). 





Tabelle X. 
| Ferrieisenzusatz “ Oy-Wert Abweichung Abweichung 
Methods mg pro Probe wae ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler .... 0 H, SO, 5,16 — _- 
9 a 5 as 5,16 t+ 0,0 + 0,0 
” 5 H,PO, 5,11 — 0,05 —1,0 
Bromoxydierung 5 “ | 6,16 +00 {| +90, 


Bei der Ausrechnung der Resultate verfuhr ich bei der Korrigierung 
des Fliissigkeitsvolumens in der Weise, da8 ich das Volumen der zu- 
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gefiihrten Ferrieisenlésung nicht subtrahierte. In diesem Falle mub 
der Sauerstoff zuriickgeblieben sein, da die Salzkonzentration nicht 
besonders hoch war; auch eine chemische Veranderung kann der Sauer- 
stoff in diesem Falle kaum erleiden. Vergleichen wir die verschiedenen 
Werte, so finden wir die iiberraschende Tatsache, daB die Werte nach 
der nicht modifizierten Winkleranalyse hier bei Verwendung von 
H,S0O, nicht viel héher werden, obwohl Ferrieisen Jodwasserstoff 
oxydieren kann; sichtlich verliuft diese Oxydierung so langsam, daB 
sie zunachst einen schlecht markierten Umschlag bei den Titrierungen 
zur Folge hat. Die Werte der nach Winkler mit Phosphorsiure als 
Lésungsmittel behandelten Proben sind fast ganz richtig, doch etwas zu 
‘ niedrig, was auf einer geringen Verunreinigung des Ferrosalzes beim 
Ferripraparat beruht. Dagegen ergeben die nach der Voroxydierungs- 
technik behandelten Proben ganz korrekte Werte. 


Als allgemeines Resultat der angefiihrten Serien mag beziiglich 
der O,-Analyse eisenhaltigen Wassers gesagt werden, daB die Winkler- 
methode, sowohl in nicht modifizierter Form als auch in den Fallen, 
wo Phosphorsiure zur Lésung der Fillung verwendet wird, zu sehr 
unsicheren Resultaten fiihrt. Dagegen ergibt die Bromoxydierungs- 
methode immer zuverlissige Werte. Bei natiirlichen Verhiltnissen 
diirfte der Eisengehalt oft ein so bedeutender Faktor sein, daB eine 
Bromoxydierung dazu beitrigt, das Resultat sicherer zu machen. Da 
man mit Riicksicht auf den elementaren Sauerstoff und auf die Eisen- 
verbindungen vom physiologischen Gesichtspunkt aus mit sehr be- 
deutenden Faktoren zu tun hat, diirften auch oft experimentelle Ver- 
haltnisse vorkommen, wo die mitgeteilte Bromoxydierungstechnik als 
analytische Methode von hohem Wert sein muB. 


C. Vorkommen von oxydierbaren organischen Schwefelverbindungen. 


1. Vorkommen von H,S. Schwefelwasserstoff kommt in der Natur 
sehr haufig vor, éfter als man gewéhnlich annimmt. Er tritt besonders 
bei kiinstlicher Verunreinigung auf, kommt aber regelmaBig in Seen vor, 
meistens aber nur in der Nahe des Grundes; tatsichlich ist die H,S- 
Produktion in bestimmtem SiiSwasser zu gewissen Zeiten eine ebenso 
regelmaBige Erscheinung wie die von Sauerstoff zu anderen Zeiten (siehe 
Sondéns und Henningssons Tabellen, 1912). Diese Substanz ist direkt und 
indirekt von gréBter Bedeutung, denn teils ist sie ein starkes Fischgift 
(Kénig und Haselhoff, 1897; Weigelt, 1900; Knauthe, 1907), teils bildet 
sie ein starkes Reduktionsmittel, das die gleichzeitige Anwesenheit 
von freiem Sauerstoff unter bestimmten ékologischen Umstanden 
unmdéglich machen diirfte, was darauf beruht, daB die H, S-oxydierenden 
Mikroorganismen ein Hindernis bilden (Alsterberg, 1922, 8. 18). Dagegen 
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halt sich H,S auch in O,-reichem Wasser lange, wenn das hinzu- 
gefiigte H,S im Laboratorium hergestellt ist, denn dann ist das Vor- 
kommen von H,S-destruierenden Organismen ausgeschlossen. 

Doch gibt es einige sehr interessante Mitteilungen tiber gleich- 
zeitiges Vorkommen von Sauerstoff und Schwefelwasserstoff im Wasser 
unter ganz natiirlichen Verhiltnissen. Lebedinzew (1905) bringt Ziffern, 
die hier von Interesse sind, weshalb ich eine tabellarische Zusammen- 
stellung seiner Untersuchungen iiber O,- und H,S-Gehalt im Mofjord 
bei Bergen teilweise referiere. Er bestimmte hier den Schwefelwasser- 
stoffgehalt kolorimetrisch mit Nitroprussidnatrium. 





Tabelle X1. 
Tiete Sauerstoff Schwefelwasserstoff Tiete Sauerstoff Schwefelwasserstoff 
m ccm pro Liter mg pro Liter m ccm pro Liter mg pro Liter 
0 7,90 ain 50 0,86 _ 

10 7.40 ie 60 1.40 0.02 

20 5,10 es 100 0.24 0,52 

30 4,00 —- 200 0,22—0,17 1,36 

40 2.43 _ 





Ich will noch eine Serie aus Sondéns Untersuchungen (1912, 8. 75) 
iiber die chemischen Verhaltnisse in verschiedenem Wasser in der Nahe 
von Stockholm anfiihren. Sondéns Sauerstoffwerte wurden nach der nicht 
modifizierten Winklermethode bestimmt, die H,S-Werte mittels Jod- 
titrierung. 

Tabelle XII. 





Tiefe Sauerstoff Schwefelwasserstoff Tiete Sauerstoff Schwefelwasserstoff 
m ccm pro Liter mg pro Liter m ccm pro Liter mg pro Liter 
0 8,5 —- ll 0,1 0.8 
5 8.6 - 12 ws 16 
10 0,6 —— 13 oo 2.0 


Diese Angabe kann jedoch insofern zweifelhaft sein, als es viele 
andere Substanzen auBer H,S gibt, die auf Jod reduzierend wirken 
(vgl. Birge und Juday, 1911, 8. 103). 

Sehr interessant sind die von Jonsson mitgeteilten Angaben (1921), 
der darauf hinweist, daB er manchmal sehr deutliche Schwefelwasser- 
stoffreaktionen erhielt (bei Verwendung von Amidodimethylanilinsulfat 
= Caros Reagens), obwohl gleichzeitig Sauerstoff vorhanden war. 
Auch gab es in den von ihm mitgeteilten Tabellen mehrere Fille, wo 
H,8, bestimmt durch Jod, gleichzeitig mit Sauerstoff vorkam. 

Sondén fiigt aber (1912, 8. 12, Anm.) hinzu, daB er nicht gut versteht, 
wie in derselben Wasserprobe meBbare Quantititen Sauerstoff und 
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Schwefelwasserstoff vorkommen kénnen. Tatsachlich stért ein gleich- 
zeitiges Vorkommen von H,S die O,-Analyse derart, daB sie beinahe 
unmdéglich ist; man erhilt als Analysenwert ungefahr den Unterschied 
zwischen dem O,-Gehalt und dem H,S-Gehalt. Damit lassen sich die 
Ziffern in den friiher mitgeteilten Tabellen sehr leicht erklaren, denn 
der Sauerstoff war im Uberschup vorhanden ; der vorhandene Sauerstoff 
stért dagegen eine H,S-Analyse an und fiir sich nicht. 

Als ich die Verwendbarkeit der Bromoxydierungstechnik zur 
Entfernung von vorhandenem Schwefelwasserstoff untersuchte, machte 
ich zahlreiche Experimente nach der neuen Methode, von denen ‘ch 
hier eine Serie anfiihren will. 


Alle hierher gehérigen Proben wurden unmittelbar nacheinander 
demselben Wasser (durchliiftetem, destilliertem Wasser) entnommen. 
Drei Proben wurden nach Winkler ohne fremde Zusitze behandelt. Drei 
andere Proben wurden nach der Winklermethode analysiert, aber vor 
Zusatz der iibrigen Reagenzien mit 0,5 ccm H,S-Wasser (= 1,4mg H,S 
nach durchgefiihrter Jodtitrierung) versetzt. Endlich wurden drei ebenfalls 
mit H,S versetzte Proben nach der Bromoxydierungstechnik analysiert. 
Beziiglich der Einwirkungszeit ist darauf hinzuweisen, daB das Brom den 
Schwefelwasserstoff nicht unmittelbar zu Schwefelsaure oxydiert, sondern daB 
sich zuerst Polythionsauren bilden, die, wie in einem anderen Zusammenhang 
nachgewiesen wurde (Alsterberg, 1925), die Sauerstoffanalyse sehr stérend 
beeinflussen. Wenn die vorhandenen H,S-Mengen 10 bis 12 mg pro Liter 
nicht iiberschreiten, so geniigt die mit Riicksicht auf die /Schwefelverbin- 
dungen bestimmte Standzeit von 24 Stunden; bei héherem H,S-Gehalt 
diirfte eine sichere Analyse nach der Winklermethode ganz einfach un- 
méglich sein, doch kann man hier andere Methoden anwenden, woriiber ich 
binnen kurzem in einer anderen Abhandlung berichten werde. 


Tabelle X 111. 





Oy-Wert Abweichung Abweichung 


H» S«Zusatz . 
Methods mg pro Liter Sure ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler . ... 0 H,S0O, 5,67 — — 
» er ie 14 - 2.17 — 3,50 —617 
Bromoxydierung 14 H,P 0, 5,64 — 0,03 — 05 


Beim Korrigieren des Volumens subtrahierte ich nicht nur die 
Reagenzmenge, sondern auch das Volumen des zugefiihrten H, S-Wassers, 
da dieser als anndhernd sauerstoffrei zu betrachten ist. Ein Vergleich 
der von den mit H,S versetzten Proben erhaltenen Sauerstoffwerte, 
die nach unveranderter Winklertechnik analysiert worden waren, mit 
den nach der Bromoxydierungstechnik analysierten Proben beweist die 
Notwendigkeit letzterer Methode. Die Hauptsache beim Experiment 
ist, daB die Resultate die Richtigkeit der Werte ergaben, die von den 
nach der Bromoxydierungstechnik behandelten H,S-haltigen Proben 
stammten. Das ergibt ein Vergleich der Werte, die von den nach Brom- 
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oxydierung behandelten Proben stammen, mit den Werten gleichzeitiger 
Winklerproben ohne H,8-Zusatz. 


2. Vorkommen von SO,. Unter natiirlichen Umstinden diirfte 
schweflige Saure als im Wasser geliéste Substanz nur in Thermalquellen 
und in Wasser in vulkanischen Gegenden vorkommen. Als kiinstliche 
Verunreinigung diirfte sie dagegen durchaus nicht selten sein ; besonders 
kommt sie als Verunreinigung von Sulfitfabriken (Sondén, 1914, 8. 39, 
41, 43, 87) vor. Auch bei schwefliger Saure ist ein gewisser Uberschul} 
an zugefiihrtem Brom ebenso wie eine lange Einwirkungszeit notwendig, 
da auch hier bei der Reaktion von Brom auf schweflige Saure eine gewisse 
Quantitaét Polythionsiure entsteht. Dieser Umstand ist interessant, 
da die jodometrische Bestimmung der schwefligen Saure, wie bekannt, 
ein umstrittenes Kapitel bildet und die Annahme berechtigt erscheint, 
daB schweflige Siure von Jod nicht ohne weiteres zu Schwefelsiure 
oxydiert wird. 

Die Serie, deren Wert jetzt angefiihrt werden soll, war nach denselben 
Prinzipien wie die Serie auf Tabelle XIII angeordnet. Die Proben wurden 


zuerst mit schwefliger Séure und nachher mit 0,5 cem Natriumbisulfitlésung 
= 6mg SO,) versetzt. Das Resultat ist in Tabelle XIV wiedergegeben. 


Tabelle XIV. 





S$ Og-Zusatz , O.-Wert Abweichung Abweichung 
manade | mg pro Probe Shuse cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler .... | 0 H,SO, | 5,59 h 
e “aA 54 | 6 Aare mes —559 | —100 
Bromoxydierung 6 H,PO, = 55,56 — 0,03 — O05 


Bei der Volumenberechnung wurde auch das Volumen der zu- 
gefiihrten schwefligen Saurelésung subtrahiert. 


Wir finden, daB die Werte der Proben, die nach der Bromoxy- 
dierungstechnik behandelt wurden, und die Resultate der Winklerproben 
ohne Zusatz von schwefliger Siure den gleichen Sauerstoffgehalt auf- 
weisen. Dagegen weisen die Proben, welche gleichzeitig mit SO, versetzt 
und nach Winkler behandelt wurden, keinen Sauerstoff auf. Es ist 
leicht einzusehen, daB man hier ohne die Bromoxydierungstechnik 
nichts erreicht. Die O,-Analysen bei der Erforschung z. B. einer indu- 
striellen Verunreinigung kénnen vollkommen unrichtig werden. 


3. Vorkommen von Hyposulfit. Was iiber die schweflige Saure 
gesagt wurde, laBt sich auch von den Hyposulfiten sagen. 


Auch hier will ich eine Serie von Experimenten anfiihren, die nach 
denselben Prinzipien angeordnet ist. Ich gab zu den mit dieser Substanz 
versetzten Proben 0,5ccm einer Lésung, die auf 100cem 1g Natrium- 
hyposulfit enthielt, also pro Probe 5 mg Hyposulfit. 
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Tabelle XV. 
ait ae Hyposulfitzusatz ie Oy Wert Abweichung | Abweichung 
mg pro Probe cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
ae 0 H, SQ, 5,42 - oa 
. a 5 ‘s 4,59 —083 | —153 
Bromoxydierung 5 H, PO, 5,45 +003 | + 06 


Bei der Volumenberechnung wurde das Volumen der hinzugefiigten 
Hyposulfitlésung nicht subtrahiert. Diese wurde unmittelbar vorher 
bereitet und war schwach konzentriert; Hyposulfit reagiert auf 
elementaren Sauerstoff sehr langsam. Das Resultat der Serie stimmt mit 
den friiheren Experimenten iiberein. 


D. Vorkommen von salpetriger Sdure. 


Wir erwahnten friiher, von welcher Bedeutung das Vorkommen 
von salpetriger Saure ist, wenn es sich um die Sauerstoffanalyse handelt, 
weshalb ich hier nicht naher darauf einzugehen brauche. Bei natiirlichen 
Verhiltnissen diirfte salpetrige Saure wohl immer héchstens in Kon- 
zentrationen von einigen wenigen Milligrammen pro Liter vorkommen, 
und im allgemeinen geniigen die speziellen Methoden, besonders die 
Azidvorbehandlung, zur Eliminierung der Substanz. Schwieriger ist 
es, wern sie mit einer der anderen stérenden Substanzen kombiniert 
auftritt oder wenn sie in gréBeren Mengen vorkommt, was sich bei 
experimentellen Verhiltnissen denken laBt. In diesem Falle kann 
aber nur die Hromoxydierungstechnik helfen, denn Brom oxydiert 
Nitrit quantitativ zu Nitrat, eine Reaktion, die man analytisch 
verwendet. Ich fiihre hier eine Serie von Experimenten an, die gleich 
den vorhergehenden angeordnet ist. 

Jede Probe wurde mit Brom behandelt und dann mit 0,5 cem (= 15 mg 
Natriumnitrit) einer Lésung versetzt, die 3g Natriumnitrit auf 100 ccm 
enthielt. Die Ziffern der Analysen von nicht brombehandelten, mit Nitrit 
versetzten Proben wurden ausgelassen, da hier kein bestimmter Wert 
zu erreichen war. 


Tabelle XVI. 





Nitritzusatz : | OgeWert Abweichung Abweichung 
Hethede mg pro Probe soni cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
ae 0 H,S0, 531 — —_ 
Bromoxydierung 15 H,P O, 5,36 + 0,05 +09 


Bei der Volumenberechnung wurde das Volumen der hinzugefiigten, 
unmittelbar vorher bereiteten Nitritlésung nicht subtrahiert, die ebenso 
sauerstoffhaltig wie das iibrige Wasser gewesen sein diirfte. Die Serien- 
werte zeigen, daB man durch Bromoxydierung ohne weiteres zu kor- 
rekten Werten gelangt. 
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E. Vorkommen von einfachen und zusammengesetzten Cyaniden. 


1. Vorkommen von Cyaniden und Rhodaniden. Kaum eine einzige 
Methode laBt sich allgemein anwenden. So gibt das von mir ausprobierte 
Bromoxydierungsverfahren bei Anwesenheit von Cyaniden oder Stoffen, 
die zur Bildung von Cyaniden fiihren (z. B. Rhodanide) unrichtige 
Werte. Das beruht darauf, daB freies Brom mit Cyanwasserstoff Brom. 
cyan bildet, das auf Salicylsiure nicht wirkt. Da es aber auf KJ oxy- 
dierend wirkt, werden die Werte zu hoch. Nun diirften diese Stoffe 
hauptsachlich in kiinstlich erzeugten Lésungen vorkommen. Doch 
diirfte es nicht schwer sein, eine solche Fehlerquelle durch speziell 
ausgearbeitete Methoden zu entfernen. Wie bekannt, werden die 
Halogencyanide in alkalischer Lésung hydrolysiert und als Endresultat 
der Reaktion ergeben sich in diesem Falle Cyanat und Bromid. Doch 
habe ich diesen Umstand nicht naher untersucht. 


2. Anwesenheit von Ferro- und Ferricyaniden. Die komplexen 
Cyanide sind anders beschaffen, denn hier ist das Cyanradikal so fest 
gebunden, daB das Brom nicht oxydierend wirken kann. Ferro- und 
Ferricyanide, um die wichtigsten komplexen Cyanide zu nennen, stéren 
aber auf andere Weise und erinnern hier an die entsprechenden ein- 
fachen Ferro- und Ferriverbindungen, indem z. B. das Ferrocyankalium 
reduzierend wirkt, wihrend das Ferricyankalium oxydierend wirkt. 
Da die genannten komplexen Cyanide und die entsprechenden ein- 
fachen Eisenverbindungen sich sonst in jeder Hinsicht voneinander 
unterscheiden, mu die Frage hier von neuem behandelt werden. Es 
wurde untersucht, inwieweit' das Vorkommen der einen oder anderen 
Substanz stérend wirkt und wie man dem vorbeugen kann. Auch 
minimale Zuschiisse von Ferrocyankalium vervrsachen groBe Verluste 
im Analysenresultat; Ferricyankalium verursacht dagegen eine Er- 
héhung des Wertes, welche durch die Verwendung von Phosphorsaure 
nicht ganz eliminiert wird, wiewohl sie den Wert in der gewiinschten 
Richtung zu verschieben scheint. 

Zur Orientierung in dieser Frage will ich die Resultate zweier 
Versuchsreihen anfiihren. die nach den gleichen Prinzipien wie die 
vorhergehenden angeordnet waren. 

Beide Serien umfassen je zwei Teilexperimente, die sich voneinander 
mit Riicksicht auf die hinzugefiigte Ferro- oder Ferricyankaliummenge 
unterscheiden. Sonst bewegten sich beide Serien in ungefahr aquivalenten 
Mengen der beiden Stoffe. In einigen Analysen nach nicht modifizierter 
Winklermethode verwendete ich Phosphorséure als Lésungsmittel, um zu 
zeigen, daB ihre Verwendung wesentlich bedeutungslos ist. Das geht auch 
aus den nach der Bromoxydierungstechnik behandelten Proben hervor, 
wo 50proz. Schwefelsiure verwendet wurde. 


Die erste der angefiihrten Serien umfaBt Analysen zur Erforschung der Be- 
deutung der Ferrocyanide. Der Ferrocyanidzusatz bestand in der PartialserieA 
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aus 0,5 ccm eines Reagens, das 1,3 g Ferrocyankalium auf 100 cem Lésung 
enthielt, wahrend in der Partialserie B das gleiche Volumen einer halb 
so starken Lésung dazugegeben wurde. 





Tabelle XVII. 
Ferrocyanidzusatz O g-«Wert Abweichung Abweichung 
Metiade mg pro Probe Stuse Pits, en Liter ccm pro Liter Proz 
0 ee 0 H,S0O, 4,43 — — 
Winkler. . . 6,5 - 3,89 — 0,54 — 12,2 
A - fortes 6,5 H,PO, 4,20 — 0,23 — 62 
paremenyeiee. 65 H, 80, 4,50 + 0,07 + 16 
- 6,5 H,PO, 4,52 + 0,09 + 20 
Winkler. . . 3,3 H,S0, 4,08 — 0,35 — 7,9 
B ee . 33 H,PO, 4,26 —O017 — 38 
pavemeupaior. 3,3 H,S0, 4,47 + 0,04 + 09 
a 3,3 H, PO, 4,44 + 0,01 + 02 
Winkler... - 0 H,S0O, 4,43 -- — 


Bei der Berechnung der Volumina wurde das Volumen der hinzu- 
gefiigten Ferrocyanidlésung nicht subtrahiert. Als Standardwert bei 
der Berechnung der Abweichungen ging ich vom Mittelwert der Initial- 
und SchluBprobe aus, 

Die nachste Serie in Tabelle XVIII umfaBt Analysen, welche die Be- 
deutung der Ferricyanide als stérende Substanzen bei der Sauerstoffanalyse 
veranschaulichen sollen. Der Ferricyanidzusatz bestand in der Partikular- 
serie A aus 0,5 ccm eines Reagens, das 1g Ferricyankalim auf 100 ccm 
Lésung enthielt, waihrend in der Partikularserie B dasselbe Volumen einer 
Lésung mit halber Starke hinzugefiigt wurde. 





Tabelle XVIII. 
Ferricyanidzusatz | : Og-Wert Abweichung Abweichung 
Mathete mg pro Probe Sous ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler ...-. 0 H,S0, 5,17 — _— 
Winkler . 5 - 5,24 + 0,06 + 12 
A a get 38 5 H, PO, 5,28 + 0,10 +19 
“) Bromoxydier, 5 H,S0O, 5,27 + 0,09 +17 
_ 5 H, PO, 5,20 + 0,02 + 04 
Winkler. . . 2.5 H,S0O, 5,20 +. 0,02 +04 
B “ he 25 H,PO, 5,18 + 00 + 0,0 
premenyetier. 2,5 H,S80, 5,22 + 0,04 + 08 
> 2.5 H,PO0O, 5,15 — 0,03 — 0.6 
Winkler ...-. 0 H,S80, 5,18 — — 


Bei der Berechnung der Probenvolumina wurden die Volumina 
der Ferricyankaliumlésungen nicht subtrahiert. 

Es handelt sich nun einfach darum, welcher der beiden stérenden 
Stoffe den Analysenwert am meisten verschiebt. Bei der Priifung der 
Resultate finden wir, daB ein Ferricyanidzusatz einen relativ un- 
schuldigen Fehler verursacht, wihrend ein Zusatz von Ferrocyanid 
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den Wert einer Analyse nach der nicht modifizierten Winklermethode 
sehr bedeutend verschiebt. Damit ist erwiesen, welche Bedeutung 
die Anwendung der Bromoxydierungstechnik hat: durch den Zusatz 
von Brom zum Ferrocyanid wird dieses zu Ferricyanid, das der darauf 
folgenden Sauerstoffanalyse weniger schadet; die mitgeteilten Werte be- 
stdtigen dies. Hier ist noch hinzuzufiigen, daB man die Titrierung 
unmittelbar nach dem Ansauern der Probe ausfiihren muB, wobei der 
Fehler am kleinsten wird. Ich will jedoch darauf hinweisen, daB groBe 
Zusitze der stérenden Stoffe nicht nach der Bromoxydierungstechnik 
immobilisiert werden kénnen, sondern da8 man sich in diesem Falle 
einer besonderen Technik bedienen muB, ein noch nicht geléstes Problem. 


F. Vorkommen von organischen Verunreiniqungen. 


Die organischen Verunreinigungen sind am schwersten von allen 
unschidlich zu machen. Auch Winkler selbst wies (1914) darauf 
hin. Diese Sache wurde bereits friiher in dieser Abhandlung beriihrt 
(S. 38ff.) und wir gelangten dabei zu Resultaten, die fiir die Lésung 
der Frage von groBer Bedeutung sind. Wir fanden, daB man die 
Proben nach dem Laugenzusatz so rasch wie méglich ansiuern mub, 
denn dann wird der Fehler am kleinsten. Die Anwendung der Brom- 
oxydationstechnik ist auch in diesem Falle niitzlich, aber man erreicht 
trotz der Anwendung dieser Methodik keinen absolut sicheren Wert. 
Ich will zuerst eine Reihe von Experimenten anfiihren. 


Tabelle AIX. 
Das Resultat von Experimenten, die die Wirkungen des Witte-Peptons 
erforschen sollten, wovon 0,5 ccm einer Lésung (enthaltend 6,0 g Substanz 
auf 10 ccm Lésung) zu den Proben gegeben wurden. Jeder Methode ent- 
sprachen drei Proben. 





Peptonzusatz Og: Wert Abweichung Abweichung 


Muthedp mg pro Probe Sm cem pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler ... . 0 H,S0O, 5,28 — — 
” woes 30 i 5,00 — 0,28 — 53 
Bromoxvdierung 30 H, PO, 5,18 — 0,10 —19 
Tabelle XX. 


Die in dieser Tabelle angefiihrten Proben wurden mit 1 ccm einer Lésung 
versetzt, die aus dem WeiBen eines Eies auf 100 ccm bestand. Jeder Methode 
entsprachen zwei Proben. 





|| EiweifSzusatz ' OgWert | Abweichung Abweichung 
Nethede | com pro Probe Shue ccm pro Liter “com pro Liter Proz. 
Winkler... . 0 |H,SO,| 4,25 ‘ich ict 
I 4,04 — 0,21 — 49 


Bromoxydierung H,PO, 411 014 —33 
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Tabelle XX 1. 


Zu den Proben dieser Tabelle wurde 1 ccm frische Milch gegeben. Jeder 
Methode entsprechen zwei Proben. 





Milchzusatz mt Og» Wert Abweichuug Abweichung 
Methods com pro Probe Sue ccm pro Liter ccm pro Liter Proz. 
Winkler... « 0 —+#,SO, 3,99 - - 
aT. l we 3,87 —0,12 —e 
Bromoxydierung l H, PO, 4,02 + 0,03 +08 
Tabelle XXII. 


Die Proben dieser Tabelle wurden mit 1 ccm Urin versetzt, der eine Zeitlang 
gestanden hatte. Jeder Methode entsprachen zwei Proben. 





Urinzusatz A O.+Wert Abweichung Abweichung 
Methods com pro Probe Steve cem pro Liter ccm pro Liter Proz 
Winkler a 0 H, SO, 3,03 — 
“ ‘ar 1 me 2,75 — 0,28 — 9,2 
Bromoxydierung ] H, PO, 3,07 + 0,04 +13 


Bei der Volumenberechnung der Proben wurden in allen Fallen 
auch die Volumina der hinzugefiigten stérenden Substanzen subtrahiert. 
Nach den angefiihrten Resultaten zu urteilen, trigt eine Bromierung 
sehr zur Verbesserung des Resultats bei, wiewohl es auch dann keines- 
wegs immer korrekt ist (siehe Tabelle XX). In dieser Verbesserung 
des Resultats existiert aber ein Fehler, den ich bei genauerer Analyse 
entdeckte: in mit organischer Substanz verunreinigten Proben laBt sich 
das Brom mit Salicylsiure nicht ganz reduzieren, nicht einmal dann, 
wenn man die Probe mehrere Tage stehen 14Bt. Das zeigt sich in der 
Weise, daB die salicylsiurereduzierende Probe blau wurde, wenn man 
Jodkalium und Stiarkelésung dazu gab. Ich untersuchte die Sache 
naher, da ich konstatieren wollte, inwiefern hier eine Aktivierung von 
vorhandenem elementaren Sauerstoff vorlag ; dann hatte man die Sache 
vernachlassigen kénnen. Es verhielt sich aber ganz anders. Das Brom 
vereinigt sich mit der organischen Substanz und wird fiir jede Reduktion 
unzuganglich. Es nimmt vermutlich die Form bromierter Amine oder 
EiweiBe an, vielleicht auch in geringen Mengen von Bromcyanid oder 
anderen Verbindungen. So konnte ich konstatieren, daB Salicylséure 
nicht imstande ist, z. B. Pentabromaceton zu reduzieren, das doch auf 
Jodkalium stark oxydierend wirkt. DaB keine Sauerstoffaktivierung 
stattfand, ging daraus hervor, daB sich die Menge ausgeschiedenen Jods 
vergréBerte, wenn ich zu den Wasserproben, welche wegen eines ge- 
wissen Gehalts an organischer Substanz durch O,-Zehrung O,-frei 
geworden waren, nach dem Bromzusatz noch weitere Quantititen 
organischer Substanz gab: die Jodmenge in der mit Salicylsdure 
behandelten Probe vergriBerte sich proportional der hinzugefiigten 
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organischen Substanz. So beruht der verbesserte sauerstoffanalytische 
Wert in nicht geringem MaBe gerade auf diesem Umstand. Doch 
ist die Bromierungstechnik vom praktischen Gesichtspunkt aus 
auch mit Riicksicht auf organische Verunreinigungen zu empfehlen, 
denn im allgemeinen erhalt dieser ZuschuB eine kompensierende Be- 
deutung, da Stérung und Kompensation in bestimmten Proportionen 
zueinander zu stehen scheinen. Ist also die Menge der lose bromabsor- 
bierenden (darum spdter KJ-oxydierenden) Substanzen gro, so ergibt 
sich gleichzeitig ein groBes Sauerstoffdefizit, das sich bei sauerstoffreiem 
Wasser doch auf Kosten des zugefiihrten absorbierten Broms aus- 
gleicht. Ubrigens werden ganz sicher diese bromierten organischen 
Komplexe beim Laugenzusatz auf Kosten der eigenen reduzierenden 
Fahigkeit der organischen Substanz gesprengt, was méglicherweise das 
gleichzeitig entstehende Manganohydrat nicht beriihrt. Lange Serien 
von in der verschiedensten Weise ausgefiihrten Experimenten ergaben 
die Richtigkeit der oben angefiihrten praktischen Regel. Die groBe 
Bedeutung des Broms liegt ferner in seiner Funktion als Kon- 
servierungsmittel. Wir sahen, da das Analysenresultat schlechter 
wurde, wenn die Probe nach der Winklermethode — auch angesiuert 
— gestanden hatte, und in der Praxis ist es oft schwierig, die Probe 
wunittelbar zu analysieren. Die Brombehandlungstechnik gestattet 
die Ausfiihrung der Analyse bei passenden Gelegenheiten. 


Zusammenfassung. 


1. Von allen Analysenmethoden fiir in Wasser gelésten elementaren 
Sauerstoff ist das von Winkler (1888) ausgearbeitete Verfahren am 
sichersten und einfachsten. Die anderen Methoden sind entweder zu 
kompliziert fiir den allgemeinen Gebrauch oder ergeben weniger genaue 
Werte. 

2. Betreffs der dabei notwendigen Reagenzien ist darauf zu achten, 
daB die Manganchloriirlésung nicht durch Eisen in zweiwertiger oder 
dreiwertiger Form verunreinigt sei. Nachweis und weitere MaBnahmen 
wurden in der Abhandlung besprochen. 

3. Beziiglich der jodkaliumhaltigen Natronlauge ist darauf hin- 
zuweisen, daB der Jodkaliumgehalt geniigend hoch sein muB. Direkte 
Experimente beweisen, daB8 ein zu niedriger Jodkaliumgehalt im 
Analysenresultat groBe Verluste hervorrufen kann, falls das Wasser 
verunreinigt ist. 

4. Die Probe darf nach Zusatz der Winklerschen Reagenzien 
héchstens 15 Minuten stehen bleiben. Langere Zeit schadet der Probe 
wesentlich, besonders wenn organische Verunreinigungen vorhanden 
sind. Kann man die Probe nicht unmittelbar analysieren, so mu man 
sie wenigstens ansiuern. 
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5. Bei der Titrierung verwendet man wie gewéhnlich eine etwa 
n/100 Hyposulfitléisung. Sie mu£ nach der Jodkaliummethode 
(Alsterberg, 1925), nicht nach der bisher allgemein gebrauchlichen 
Bichromatmethode, eingestellt werden. 


6. Die nicht modifizierte Winklersche Analysenmethode diirfte 
sich wegen vorhandener Verunreinigungen oft nicht anwenden lassen. 
Hier muB man sich korrigierender Methoden bedienen. 


7. Die von Winkler (1888, 1914) zu diesem Zwecke auf verschiedene 
Weise ausgearbeiteten Manganchloridmethoden sind vollstandig un- 
tauglich, weil sie voraussetzen, daB die zu kompensierenden O,-Verluste 
bei der Ansiuerung der Probe erfolgen, wogegen die meisten stérenden 
Substanzen im alkalischen Stadium auf die oxydierte Manganoxyd- 
hydratfallung reduzierend einwirken. 


8. Die Chlorierungsmethode Winklers (1915) mit darauffolgender 
Rhodankaliumbehandlung ergab, wenigstens mit Riicksicht auf die 
meistens notwendigen gréBeren Reagenszusitze, sehr unzuverlassige 
Werte, da die Chlorlaugen oft durch Chlorite verunreinigt sind, wobei 
der Rhodanzusatz die Bildung der auBerst stérenden Polythionsiuren 
verursacht. 


9. Die Methode Rideals und Stewarts (1907) mit Voroxydation 
der Probe mittels Permanganatlésung verursacht bedeutende Fehler, 
weil dabei eine Aktivierung des vorhandenen, im Wasser gelisten 
Sauerstoffs entsteht, der jetzt mehr als sonst gegeniiber organischen 
Substanzen direkt oxydierend auftritt. Schon die Reduktion des 
Permanganatiiberschusses mittels Oxalsiure veranlaBt eine solche 
stérende Sauerstoffaktivierung. 

10. Die Auswaschungsmethode der Fillung von Winkler (1914) 
und Bruhns (1915) zum Zwecke der Entfernung stérender Substanzen 
kann nur in besonderen Fallen niitzen, vor allem dann, wenn Nitrit 
vorhanden ist. H,S, SO,, Fe in verschiedenen Formen und organische 
Verbindungen als stérende Substanzen werden z. B. nicht immobilisiert. 

11. Die Parallelchlorierungsmethode Winklers (1914) — was ich 
darunter verstehe siehe 8.48 — 1aBt sich in der Praxis schwer 
durchfiihren. 


12. Die Eisenverbindungen in verschiedenen Formen lassen sich 
ohne Anwendung bestimmter Vorbehandlungsmethoden der Probe nur 
mit groBer Schwierigkeit immobilisieren. 

13. Auch wenn Nitrite vorhanden sind, bedarf die Probe einer 
besonderen Behandlung. AuBer Methoden von allgemeiner Bedeutung 
arbeitete man auch spezielle aus. Hier méchte ich besonders bei An- 
wesenheit kleinerer Nitritmengen die Azidmethode empfehlen. 
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14. Eine neue Vorbehandlungsmethode, die in dieser Abhandlung 
dargelegt wird, besteht darin, daB man die Probe vor der Analyse mit 
freiem Brom behandelt, dessen Uberschu8 mit Salicylsiure reduziert 
wird. 

15. Das Brom wird in einer etwa n/1 Lésung verwencet und jeder 
Probe (ungefahr 125 ccm) werden 0,5 cem beigemischt. Die Lésung wird 
hergestellt, indem man 3 cem freies Brom, 6g K Br und 10 ccm 5proz. 
HCl mit Wasser mischt, so da 100 cem Lésung entstehen. Oder man 
kann 3 g K BrQg, 20 g Na Br und 25 ccm 25 proz. HCl zu Wasser mischen, 
so daB 100 ccm Lésung entstehen. 

16. Das Salicylsiurereagens besteht aus 10g Salicylsiure, 20 ccm 
15proz. NaOH und Wasser zu 100 ccm Lésung, wovon 0,5 ccm zur 
Probe gegeben werden, nachdem diese 24 Stunden mit freiem Brom 
gestanden hat. 

17. Wenn 15 Minuten nach dem Salicylsiurezusatz verflossen 
sind, ist die Probe zur Behandlung nach der Winklerschen Analysen- 
methode fertig, wobei man am besten die gleichen Reagensmengen wie 
bei der unverinderten Winklerschen Methodik verwendet. Um aber 
der ausgearbeiteten Methode eine fixierte Form zu geben, mége man 
als Siure immer Phosphorsiiure verwenden, wiewohl diese eigentlich 
nur den etwa vorhandenen Eisenverbindungen gilt. 

18. Durch die neue Methode erreicht man vollkommen sichere 
O,-analytische Werte beim Vorhandensein von zwei- und dreiwertigem 
Eisen. Kontrollanalysen wiesen nach, daB das zweiwertige Eisen die 
bedeutendsten Stérungen hervorruft, da es Verluste im Analysen- 
resultat verursacht; dreiwertiges Eisen verursacht dagegen ein etwas 
zu hohes Resultat, eine Stérung, die bei der Verwendung von Phosphor- 
sdure ganz unterdriickt wird. 

19. Besonders stérend wirken die oxydierbaren Schwefelverbin- 
dungen, vor allem Schwefelwasserstoff, eine auch unter natiirlichen 
Umstanden sehr haufig vorkommende Substanz. Es wird durch das 
hinzugefiigte Brom sehr energisch oxydiert, doch muB man hier sicher 
heitshalber besonders genau sein und die Probe langere Zeit hindurch 
stehen lassen (z. B. 24 Stunden), denn zu Beginn entstehen Polythion- 
siuren, die zu ihrer Oxydierung zu Schwefelsiure einer langen Stand- 
zeit bediirfen. Beachtet man diesen Umstand, so erzielt man gute 
Resultate. 

20. Die Nitrite werden ohne jede stérende Nebenreaktion durch 
das Brom fast momentan zu Salpetersiure oxydiert, und folglich erzielt 
die ausgearbeitete Methode auch in diesem Falle ausgezeichnete 
Resultate. 

21. Die urspriingliche Winklersche Methode erfahrt durch etwa 
vorkommende Ferro- und Ferricyanide Stérungen, da die ersteren 
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zu niedrige, die letzteren zu hohe Resultate verursachen. Doch ist 
der stérende EinfluB der Ferricyanide bei kleinen Mengen von geringer 
Bedeutung, wenn man ihn mit den Stérungen vergleicht, welche die 
Ferrocyanide in gleichen Mengen ausiiben ; folglich ist auch in diesem 
Falle die Anwendung der Bromoxydation mit Riicksicht auf das Resultat 
sehr vorteilhaft. 

22. Wenn organische Verbindungen vorhanden sind, tragt eine 
Bromoxydierung zur Verbesserung der Werte bei, wiewohl sich diese 
Substanzen schwer immobilisieren lassen, was nicht nur mit Riicksicht 
auf diese Methode, sondern auch mit Riicksicht auf friiher verwendete 
Methoden gilt. Wenn es sich um die Voroxydierung einer organischen 
Substanz mittels Zusatz von Halogenen (Chlor, Brom oder Jod) handelt, 
so vereinigen sich diese oft in der Weise mit den organischen Ver- 
bindungen, daB diese dann oxydierend auf KJ wirken. Doch wird 
die dadurch hervorgerufene Werterhéhung durch eine entsprechende, 
den O,-Wert vermindernde Stérung der Substanz kompensiert, wodurch 
das Resultat dem tatsachlichen Wert im allgemeinen sehr nahe kommt. 
Ubrigens spielt das Brom hier die bedeutsame Rolle eines Konser- 
vierungsmittels. 

23. Der Bromzusatz tibt nur dann einen stérenden EinfluB aus, 
wenn einfache Cyanide oder Rhodanide in der Probe vorkommen, indem 
das Brom in einer fiir die Salicylsiurereduktion unzuganglichen Form — 
namlich als Bromeyan — gebunden wird, was eine Werterhéhung zur 
Folge hat. Méglicherweise lat sich der entstandene Fehler durch be- 
sondere Methoden leicht korrigieren, eine Sache, die ich nicht unter- 
suchte. 

Nachschrift. 

In diesem Zusammenhang kann ich es nicht unterlassen, mein 
Erstaunen iiber eine kritische Beurteilung einer meiner Arbeiten, 1925, 
auszudriicken, die in einem Referat im Zentralblatt fiir die gesamte 
Hygiene 11, 230, 1925  erschien. ,.Verfasser lehnt ferner die 
Korrektionsmethoden von Winkler und Noll ab; er iibersieht dabei, 
daB diese gar nicht fiir nitrithaltiges Wasser vorgeschlagen worden 
sind, sondern fiir Wasser mit viel organischen Stoffen, welche einen 
Teil des durch den Sauerstoff frei gemachten Jods binden.“ Winklers 
Manganichloridverfahren ist aber vor allem dazu bestimmt, die Stérungen 
durch gleichzeitig vorhandene Nitrite zu entfernen (siche Winkler, 1888, 
S. 2852 und 1915, 8. 125; Chlopin, 1898, 8S. 296; Kunz, 1911, 8. 11 bis 12; 
Ohimiiller-Spitia, 1921, 8. 45ff.)! Dagegen ist das Verfahren Nolls (1905) 
nur fiir organische Verunreinigungen und nicht fiir Nitrite bestimmt. 
Da aber seine Methode eine Verbesserung der von ihm kritisierten und 
mit besonderer Riicksicht auf die Nitrite ausgearbeiteten Winklerschen 
Methode beabsichtigt, kam in der Literatur die Ansicht zur Geltung, 
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auch Nolls Methode sei fiir dieselben stérenden Stoffe bestimmt (siehe 
Kunz, |. ¢., 8. 12; Ohlmiiller-Spitta, |. c., 8. 46). DaB ich die Methode 
Nolls zusammen mit den speziellen Methoden zur Eliminierung der 
Nitrite erwaihnte, beruhte also darauf, daB ich diese referierenden 
Darstellungen fiir richtig hielt (ich erwahnte auch beziiglich des an- 
gegriffenen Punktes, daB ich mich an die Darstellung Ohlmiiller-S pittas 
hielte !) 

Doch muB ich hier auf etwas hinweisen, das mir friiher ent- 
gangen ist. Kunz (l.c.) hat namlich die Manganichloridmethode 
Winklers offenbar griindlich mi®verstanden; nach dieser soll ja die 
eigentliche Probe mit Manganchloriir und Natronlauge, nicht aber mit 
Jodkalium versetzt werden. Kunz (vgl. 8. 12 und 26) scheint das ganz 
unbeachtet gelassen und nur den Wert der mit Manganichlorid be- 
handelten Parallelprobe beriicksichtigt zu haben; dieser Irrtum hat 
dazu beigetragen, die ganze Sache in Unordnung zu bringen. 

Der Referent macht auch Reservationen betreffs meines Bedenkens 
gegen die Anwendung der Harnstoffmethode von Lehmann und Noll 
(l.c.). Es ist nun aus meinen in vorliegender Abhandlung angefiihrten 
Versuchsserien leicht zu ersehen, daB meine Kritik gegen die Harnstoff- 
methode, die jedoch ein sehr allgemeines Ansehen nicht nur in der 
O,-Analyse, sondern auch in der, Nitrit- und Nitratanalyse genieBt, 
leider nur zu berechtigt ist. Sehr kleine Nitritquantitéten kénnen zwar 
ohne Schaden fiir die folgende O,-Analyse durch Anwendung der 
betreffenden Technik eliminiert werden, aber in diesem Falle sind 
statt dessen die Azidmethoden (Alsterberg, 1925) mit Riicksicht 
auf ihre leichtere Anwendung zu empfehlen. Betreffs der Nitrit- und 
Nitratanalyse mu ich mit Riicksicht auf meine bisherigen Experimente 
die Harnstoffmethode ganz ablehnen. In Zukunft werde ich letzteres 
Thema in einer besonderen Untersuchung behandeln. 
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Uber proteolytische Fermente im Serum. I. 
Von 
Hans J. Fuchs. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1925.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


Die eiweiBspaltende Wirkung des Blutserums steht seit geraumer 
Zeit im Mittelpunkt einer lebhaften Diskussion. Es ist sicher, dai 
unter bestimmten Umstinden im Serum allein oder in mit gekochtem 
OrganeiweiB versetztem Serum eine EiweiSspaltung auftreten kann. 
Ebenso sicher ist es aber, daB unter anderen Verhaltnissen das Serum 
eine sonst stattfindende EiweiBspaltung stark einschrinken kann 
(Antitrypsin). 

Am scharfsten finden diese widerstreitenden Verhaltnisse Ausdruck 
in den Arbeiten von Abderhalden'), nach denen normales Serum kein 
eiweiBspaltendes Ferment enthalt und solches nur bei gewissen Organ- 
veranderungen fihrt, und in der von R. Stephan*), nach der Serum 
stets ein Ferment tryptischer Natur enthilt, dessen Menge der des 
Gerinnungsferments etwa parallel geht und das nach Stephans Ansicht 
auch in Beziehung zur Gerinnung steht. 

Nach Stephan wird im Normalserum die Tatigkeit dieser Protease 
nur durch die kolloide Struktur des Serums verhindert und tritt sofort 
hervor, wenn man diese Struktur durch gewisse Eingriffe, wie halb- 
stiindiges Erhitzen auf 56°C oder Schiitteln mit Chloroform verandert. 
Nun verhindert ein Umstand, daB man die Arbeiten der Adbderhalden- 
schen Schule und diejenigen Stephans miteinander vergleichen kann, 
und das ist der, daB bei der Abderhaldenschen Schwangerschaftsreaktion 
Menschenserum und menschliches PlazentaeiweiB miteinander in Be- 


1) Emil Abderhalden, Abwehrfermente. Berlin, Verlag J. Springer, 1914. 
2) R. Stephan und Erna Wohl, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 24, 
5 bis 6, 1921. 
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rihrung gebracht wurden, wahrend Stephan die eiweibspaltende Kraft 
seiner Menschensera mit Hilfe von Griiblerschem Carminfibrin, also 
sicher einem tierischen EiweiB'), feststellte. 

Es erscheint mir deshalb von Interesse, zu sehen, ob nicht von 
vornherein ein Unterschied im Verhalten von Serum gegeniiber art- 
eigenem und artfremdem Fibrin besteht. 


Methodik. 


Die Methodik der Untersuchungen besteht grundsatzlich in dem von 
Abderhalden angegebenen Verfahren der Priifung im Dialysierschlauch, 
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Abb. 1. 
a Kjeldahikolben 9 Gummischlauch- a Reservoir g Zulaufhahnstellg. : 
» Innenscbliff verbindung bb Stativklammern geschlossen 
c AuBenschliff h Kihimantel e GroBe Biirette h Zulaufhabnstellg. : 
d Zulaufhahn * Kondensationsrohr d Kleine Birette Verbindung zwi- 
e KalilaugegefaB k Vorlagekolben e Zulaufhahn schen Reservoir 
{ Steigrohr f Auslaufhahn u. grofer Burette 


die Qualitét der Abbauprodukte wurde mittels Biuretprobe, die Quantitat 
mittels meiner Modifikation der Mikrokjeldahlmethode nach Bang be- 
stimmt?*). 


') Briefliche Mitteilung von Dr. Griibler & Co., Leipzig. 
*) Hergestellt von Glasblaserei Alois Schmidt, Breslau. 
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Die neve Anordnung, die ein bequemeres, rascheres und sicheres 
Arbeiten bei der Bestimmung des Gesamtstickstoffs des zu untersuchenden 
Materials als die von Bang angegebene Apparatur erméglicht, setzt sich 
aus folgenden Teilen zusammen: 

1. Verbrennungskolben aus Jenaer Glas mit Normalschliff. 

2. Steigrohr aus Jenaer Glas. Dieses beginnt unten mit dem Gegen- 
stiick zum Normalschliff aller Kolben und geht darauf in die Tropfkuge! 
iiber, an die ein dem Tropfrohr entgegengesetzt liegendes zylindrisches 
GefaiB mit Hahn zur Aufnahme von Kalilauge angeschmolzen ist. Die 
Kugel setzt sich nach oben in das erweiterte, senkrecht emporsteigende 
Steigrohr fort, das im obersten Drittel stumpfwinklig nach vorn abbiegt. 
Im vorderen Stiick liegt zwischen zwei Einengungen Glaswolle zum Auf- 
halten des Wassers. Das Ende des Rohres ist schwach verjiingt. 

3. Das ein kurzes Stiick ansteigende, dann spitzwinklig nach unten 
abgebogene, senkrechte Kondensationsrohr, das vom Knick abwarts zu 
zwei Drittel seiner Lange von einem Kiihlwassermantel umgeben ist. In 
der Mitte des Rohres befindet sich ein Kugelriickschlagventil aus Jenaer Glas. 

4. Die Vorlage. Zu dieser eignet sich am besten ein Erlenmeyerkolben 
aus Jenaer Glas. 

Steigrohr und Kondensationsrohr sind durch ein fingerlanges Stiick 
dickwandigen, engen Gummischlauches miteinander verbunden. Die 
Gesamtapparatur wird von einem besonders dazu geeigneten Stativ ge- 
halten, durch das — je nach Konstruktion — beliebig viele Armaturen 
nebeneinander in einfachster Anordnung getragen werden kénnen. 

Die zur Titration der vorgelegten Fliissigkeit verwendete Biirette 
besteht aus einem Reservoir, mit dem durch einen entsprechenden Zwei- 
wegehahn von den zwei Biirettenrohren jedes einzelne nach Belieben in 
Kommunikation gebracht werden kann. Beide kalibrierten Rohre sind 
mit Milchglas hinterlegt, in dessen Mitte sich ein schmaler, blauer Streifen 
zwecks genauester Ablesung befindet. Das linke Rohr enthalt 20,0 ccm 
und ist in Fiinfzigstel Kubikzentimeter geteilt, das rechte enthélt 1 ecm in 
Zweihundertstel Kubikzentimeter geteilt. _Beide Rohre kommunizieren 
wiederum mit dem Auslaufhahn, so daB nach Belieben durch Rechts- oder 
Linksdrehen des Hahnes dem rechten oder linken Rohre Fliissigkeit ent- 
nommen werden kann: Die Titrationsweite umfaBt also 21 cem, wobei 
bei exaktem Arbeiten bis auf '/,. ccm genau titriert werden kann. 


Beschreibung der Untersuchung auf Gesamitsticksto/f. 


l ccm der zu untersuchenden Fliissigkeit wird zusammen mit 1,5 ccm 
konzentrierter stickstofffreier Schwefelsiure und 5 Tropfen 10proz. Kupfer- 
sulfatlésung + einer Messerspitze Kaliumsulfat im Verbrennungskolben 
unter dem Abzug erhitzt, bis die Substanz vdéllig zerstért ist, was an der 
Farblosigkeit der Fliissigkeit erkannt werden kann. 

Nach vollstandigem Abkiihlen des Kolbens werden dazu etwa 30 ccm 
Aqua dest. vorsichtig zugesetzt. 

Darauf wird der Kolben mit seinem Halsschliff an den Schliff des 
Steigrohres angeschlossen, nachdem vorher ein mit entsprechender Menge 
Schwefelsiure von bekanntem Titer versehener Vorlagekolben an dem 
Kondensationsrohr so vorgelegt worden ist, daB das Rohrende in die 
Fliissigkeit eintaucht. 

Darauf wird zuniachst der Strom des Kiihlwassers geregelt, in das 
an die Kugel angeschmolzene zylindrische, mit Hahn versehene Gefaii 
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40proz. Kalilauge eingefiillt (nachdem vorher der Hahn geschlossen wurde !) 
und die Flamme entziindet. Sodann wird der Hahn des zylindrischen 
GefaBes geéffnet, man laBt bis zum nachsten eingeritzten Strich — das 
sind 12 cem — Kalilauge in den Kolben einflieBen, wobei die verdrangte 
Luft durch die vorgelegte Fliissigkeit getrieben wird, und schlieBt sodann 
den Hahn. 

Der Kolben wird nun rasch und stark erhitzt, bis sich im Konden- 
sationsrohr Fliissigkeit in gréBerer Menge zeigt, was ungefaéhr 5 Minuten 
zu dauern pflegt. Dann wird die Vorlage gesenkt, so da8 sich das Konden- 
sationsrohr auBerhalb der vorgelegten Fliissigkeit befindet, das Ende des 
Kondensationsrohres in die Vorlage abgespiilt und etwa 5 Minuten weiter- 
destilliert. Tritt dabei StoBen im Kolben ein, was auch durch das von 
Bang empfohlene Talkum nicht vollstaéndig verhindert werden kann, so 
verhiitet das kleine Riickschlagventil sicher das ZuriickflieBen der Fliissig- 
keit aus dem Kondensationsrohr in den Verbrennungskolben. 

Ist die Destillation beendigt, so wird mit etwas Aqua dest. das Ende 
des Kondensationsrohres in das vorgelegte Gefi8 abgespiilt und dieses 
sodann fortgenommen. Darauf wird die Flamme abgedreht, der Ver- 
brennungskolben durch vorsichtige Drehbewegung von dem Steigrohr 
losgelést und mit kaltem Wasser vollgefiillt abgesetzt. 

Zur Titration der in der Vorlage befindlichen Fliissigkeit 1l46t man beide 
Biirettenrohre nacheinander bis zum obersten Striche vollaufen, schlieBt 
dann beiden die Verbindung mit dem Reservoir, das zu dreimaliger Fiillung 
ausreicht, ab und l46t langsam aus dem breiten Rohre Titrationsfliissigkeit 
in die Vorlage tropfen, bis sich das Herannahen der Neutralisation bemerkbar 
macht. Man geht sodann genau bis zum nichsten Teilstrich weiter — 
was man mit der Lupe kontrolliert —- und setzt die Titration mit dem 
engen, feiner kalibrierten Biirettenrohr bis zur vélligen Neutralisation 
weiter fort. 

Diese Apparatur laBt sich sowohl fiir Mikro- als auch fiir Makrokjeldah| 
benutzen. Zum Makrokjeldahl werden entsprechend gréBere Verbrennungs- 
kolben mit gleichem Normalschliff und gré3ere Vorlagekolben benutzt. 

Die Vorziige dieser Apparatur gegeniiber der von Bang und ahnlichen 
anderen duBern sich darin, daB einmal beim Zusatz der Kalilauge und 
Neutralisation der Schwefelsaiure kein Ammoniak entweichen kann, zweitens, 
daB durch das starke und rasche Erhitzen der Fliissigkeit das Ammoniak 
sicherer ausgetrieben wird als durch Durchleiten von Wasserdampf, drittens, 
daB der Schliff gréBere Sicherheit bietet als ein Gummistopfen, viertens, 
daB die Beweglichkeit des Verbrennungskolbens und Steigrohres vor Bruch 
schiitzt und leichteres Arbeiten erméglicht, fiinftens, daB das Riickschlag- 
ventil unvorhergesehenes ZuriickflieBen der vorgelegten Fliissigkeit in den 
Verbrennungskolben selbsttatig verhiitet und damit das dauernde Beob- 
achten der Apparatur wahrend seiner Tatigkeit iiberfliissig macht. 

Die Biirette erspart ein mehrmaliges Wiederauffiillen des leergelaufenen 
Rohres bei der Bangschen Biirette, wobei durch adharierende Flissigkeit 
Fehler entstehen, gestattet also ein schnelleres und dabei exakteres Titrieren. 

Das Wesentlichste aber ist, daB die Fehlergrenze gegeniiber der Bang- 
schen Apparatur bis 0,0007 mg Stickstoff herabgedriickt ist, wie eine groBe 
Anzahl] von Kontrollversuchen ergeben hat. 

Diese Apparatur wurde bei allen spater beschriebenen Versuchen 
gleichmaBig verwendet. . 
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Zur Dialyse wurden Dialysierschlauche von Schleicher und Schiill, 
Diiren, verwendet. Samtliche Schlauche, groBe wie kleine, wurden vor 
Gebrauch geeicht. 

Zu diesem Zwecke wurden sie zunachst in flieS}endem Wasser mehrere 
Stunden eingeweicht, sodann einen Tag lang in Chloroformwasser gehalten. 
Darauf wurden sie 30 Sekunden in Aqua dest. gekocht und _ in 
sterilisierte GefiBe, die weiter unten beschrieben werden, gebracht. 
Sodann wurden sie bis fingerbreit unterhalb des Randes mit sterilem, 
aus frischen Hiihnereiern unter Beobachtung aller Kautelen gewonnenem 
Hiihnereiwei8 gefiillt und mit sterilem Aqua dest. bis zu gleicher Héhe 
umgeben. Die Luft itiber dem Wasser wurde — wie weiter unten be 
schrieben — mit Chloroformdampf gesattigt gehalten und das geschlossene 
GefaéB 24 Stunden bei 37°C aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
die AuBenfliissigkeit auf Eiwei® gepriift: Konnte darin solches auch nur 
in den geringsten Spuren nachgewiesen werden, so wurden die Schlaiuche 
vernichtet. Schlaiuche, die kein Hiihnereiwei8 durchgelassen hatten, wurden 
24 Stunden in flieBendem Wasser gespiilt und der gleichen Priifung mit 
10proz. Witte-Peptonlésung in Aqua dest. unterzogen. Solche Schlauche, 
die gleichmaBiges Diffundieren von Pepton innerhalb 24 Stunden zeigten, 
wurden mit chinesischer Tusche am oberen Rande numeriert und in sterilem 
Aqua dest.. dem etwas Chloroform zugesetzt war, in verschlossener Flasche 
aufbewahrt. 

DialysiergefaiBe. 


Es wurden zweierlei DialysiergefaBe verwendet: solche fiir die groBen 
und andere fiir die kleinen Dialysierschliuche. 























Abb. 2. 
a Kappenverschluf d QuecksilberverschiuB 
» Chloroformbehalter e Einfiilltrichter 
ec AuBenfliissigkeit f Hiilseninhalt 


Die groBen bestanden aus lainglichen GefiBen aus Jenaer Glas, deren 
Hals etwas verengt war. Gleichzeitig mit dem Schlauch wurde ein gleich- 
langes, unten erweitertes Réhrchen aus Jenaer Glas hineingebracht, das 
Chloroform enthielt. Um quantitativ genau arbeiten zu kénnen, wurden 
die GeféBe mit Stopfen verschlossen, die mit einem S-férmig durchbohrten 
Rohre versehen waren, in dem sich ein paar Tropfen Quecksilber befanden. 
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Auf diese Art konnte einerseits kein Wasser verdunsten, andererseits war 
ein Platzen des GeféBes bei Erwirmung auf 37° verhiitet. 

Die kleinen tragen innen einen ringférmigen Behalter fiir Chloroform, 
von dem an einer Stelle ein U-férmiges Rohr nach auBen gefiihrt ist. Dieses 
endet mit einer trichterférmigen Erweiterung, um die Beschickung mit 
Chloroform zu erleichtern. Als Verschlu8 dient eine Uberfangkappe aus 
gleichem Glase mit Innenschliff, der luftdicht zu dem AuBenschliff des 
GefaBhalses paBt. Drei am Boden angeschmolzene GlasfiiBe machen das 
Kélbchen standfest. Zum Gebrauch wurde das Kélbchen in strémendem 
Dampf sterilisiert, sofort nach Herausnahme aus dem SterilisiergefaB und 
Aufstellung zum Versuch Chloroform durch das seitliche Rohr in den ring- 
férmigen Behalter gebracht, die Kappe aufgesetzt und nach Abkiihlung 
das Rohr mit einigen Tropfen Quecksilber verschlossen. Sodann wurde 
der sterilisierte Dialysierschlauch nach raschem Offnen des GefiBes ein- 
gesetzt, die zu dialysierende Fliissigkeit mit steriler Pipette sorgfaltig in 
den Schlauch gebracht und ebenso die AuBenfliissigkeit steril um den 
Schlauch eingefiillt, worauf die Kappe wieder aufgesetzt und das Gefi6 
in den Brutschrank gebracht wurde. 

Zur Entnahme wurde entweder aus der AuBenfliissigkeit mit steriler 
Pipette die gewiinschte Menge vorsichtig entnommen, oder es wurde fast 
die ganze AuBenfliissigkeit entfernt, mehrmals mit der gleichen Lésung 
nachgefiillt und mit sterilem Glasréhrchen unter Zuhilfenalhme der Wasser- 
strahlpumpe abgesaugt. 


Versuchsmaterial. 


Zu allen Versuchen wurden frische, sterile Sera verwendet. Die ver- 
schiedenen Standardfibrine wurden aus frischen Seris in gréBerer Menge 
durch Schlagen gewonnen. Sie wurden 24 Stunden in flieBendem Wasser 
gewaschen und so lange gegen Aqua dest. dialysiert, bis die Biuretprobe 
der AuBenfliissigkeit negativ ausfiel. Darauf wurden sie nach vollstandiger 
Trocknung im Exsikkator iiber Chlorcalecium bei 45° C im Morser pulverisiert. 


Der Gesamtstickstoffgehalt der Fibrine ergab fiir 


0,1 g Pferdefibrin. . ... . . 17,3275 mg N 
0,1 g Rinderfibrin. . ... . . 17,241 mg N 
0,1g Hammelfibrin . ... . . 17,623 mg N 
Ergebnisse. 
Versuch I. 


150 ccm fassende sterilisierte Erlenmeyerkélbchen aus Jenaer Glas 
wurden unter Beobachtung aller Kautelen mit je 100ccm Serum 
+ 0,1 g Fibrin beschickt. Als VerschluB diente ein sterilisierter Gummi - 
stopfen, der mit einem S-férmig gebogenen Rohre durchbohrt war. 
In diesem befand sich Chloroform, das durch Quecksilber gegen die 
AuBenluft abgeschlossen war. Dadurch war der Luftraum im Kolben 
stets mit Chloroformdampf gesiattigt und konnte Wasser aus dem Serum 
nicht verdampfen. Bei dieser Anordnung wird die sonst iibliche Uber- 
schichtung mit Toluol nach Abderhaldens Vorschrift umgangen, die 
eine exakte Bestimmung des N-Gehalts des Serums infolge Bildung 
von koaguliertem EiweiB an der Serum-Toluolgrenze unméglich macht. 
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Chloroform bewirkt — wie. Parallelversuche ohne solches ergeben 
haben — weder Lahmung noch Steigerung der fermentativen Vorgiinge 

Die Kolben wurden bei 37°C im Brutschrank gehalten. Nach 
je 12 Stunden wurden aus den mehrfach vorsichtig geschiittelten 
GefiBen je 3ccm entnommen und durch ein doppeltes Filterchen 
filtriert. Von je 1 ccm der Filtrate wurde der Gesamtstickstoff mittels 
der beschriebenen Mikrokjeldahlmethode bestimmt. Die Resultate 
sind aus folgenden Tabellen zu ersehen. 


a) 100 ccm Pferdeserum + 0,2 g Fibrin. 














Stdn. a | Differenz > =" | Diffe * tona” | Dilfferenz 
mg mg N mg mg N m i mg N 

0 13,4680  0,0000 | 13,4680 0,0000 13,468 0,000 
12 — | — | 14,8470 11,3790 14,501 1,033 
24 13,4680 0,0000 | 15,1970 — 1,7290 14,826 1,418 
oy ow —_ 15,5860 2,180 15,320 1,852 
48 | 134715 00,0035 15,7570 —- 2.2890 15,484 2,016 
60 ~~ _ 16,0530 25850 15,660 2,192 
72 13,4680 0,0000 16,2885 2.8205 15,939 2,571 
84 cope wee 16,4160 2.9480 15,970 2,502 
96 13,4722 0,0042 16,4580 2.9900 16,046 2.578 
Gesamtabbau: | 0,042 2.9900 | 2578 

= 0,01 Proz. = 8,2 Proz. = 17,5 Proz. 


b) 100 cem Rinderserum + 0,2 g Fibrin. 





_ 1. Rinders | itterenz 2. Hammel- Differenz 3 Flesde Differenz 


Stdn. | fibrin | fibrin fibrin 
mg mg N mg mg N mg mg N 
0 13,139 | 0,000 13,1390 | 0,0000 «13,1390 | 0,000 
12 a te 14,4980 | 11,3590 14.2210 ——:1,0820 
24 (13,140 | 0,001 15,0860 1,9470 14,8970 —_—1,7580 
si — ‘aie 15,3710 2.2320 15,1155 «1, 9765 
48 13,139 | 0,000 15,5335 2.3945 =| :15,3140 ~—.2,1750 
60 — | — | 18,9890; 28500 15,6460 2.5070 
72 13,140 | 0,001 16,1440 | 30050 -—|,-:15,8710_—-2,7320 
Ot Pate foro, 16,3830 32440 | 16,0130 —-2,9740 
96 13140 | 0,001 16,4000 32610 ~—«-'16,1410 3,020 
wees Pa 16,4400 3,2650 16,1500 -3,0210 
Gesamtabbau:| 0,001 | 3.2650 3.0210 


| = 0,003 Proz. — 95 Proz. = 8,7 Proz. 
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c) 100cem Hammelserum + 0,2 g Fibrin. 
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1. Hammel. 
Stdn, ‘fibrin 
mg 
0 | 13,2680 
12 | — 
24 «13,2685 
36 a= 
48 13,2680 
or 
72 | 13,2695 
«| — 
96 13,2690 
108 _— 
Gesamtabbau: 


Differenz 2. | Differenz 3. a ge 
mg N mg mg N mg 
0,0000 13,2680 0,0000 13,268 

— 14,6260 1,3580 14,419 
0,0005 = 15,1480 | 11,8800 14,913 
_ 15,5330 | 22650 15,398 
0.0000 15,8460 2.5780 15,616 
_ 16,1310 | —2,8630 15,928 
0,0015 16,3145 3,0465 16,184 
_ 16,4840 3,2160 16,312 
0,0010 16,4910 3,2230 16,341 
_=- 16,5000 3,2320 | tes 
0,0010 3.2320 | 
- 0,003 Proz. = 93 Proz. | 
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Differenz 
mg N 


0,000 
1,151 
1,645 
2,130 
2,448 
2,660 
2,916 
3,044 
3,073 
3.082 
3,082 
8,9 Proz. 
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Wiederholung. 


d) 100 ccm Pferdeserum + 0,2 g Fibrin. 








3. Rinder- 








Stdn. 1. } a Differenz 2. , == pee Differenz fibrin Differenz 
mg mg N mg mg N mg mg N 
0 14,124 0,000 14,124 0,000 14,124 0,000 
12 — — 14,989 0,875 14,623 0,499 
24 14,124 0,000 15,062 0,983 14,921 0,797 
36 — —_ 15,434 1,310 15,169 1,044 
48 14,132 0,008 15,617 1,493 15,532 1,408 
60 — — 16,134 2,010 15,944 1,820 
72 14,132 0,008 16,384 2,260 16,242 2,118 
S4 — _ 16,543 2.419 16,387 2,263 
96 14,136 0,012 16,621 2,497 16,408 2,274 
Gesamtabbau: 0,012 2,497 2,274 
— 0,03 Proz. - 7,08 Proz. - 6,6 Proz. 
e) 100 ccm Rinderserum + 0,2 g Fibrin. 
Stn. 1. = Differenz 2 , Differenz 3. — Differenz 
mg mg N mg mg N mg mg N 
0 13,454 0,000 13,454 0,000 13,454 0,000 
12 a= — 14,523 1,069 14,336 0,992 
24 13,454 0,000 15,186 1,732 14,933 1,479 
36 — — 15,393 1,939 15,346 1,892 
48 13,454 0,000 15,646 2,102 15,532 2,078 
65 -- — 16,044 2,590 15,846 2,392 
72 13,460 0,006 16,122 2,668 15,932 2,478 
M -= = 16,282 2,828 16,114 2,660 
96 13,454 0,000 16,310 2,856 16,141 2,687 
108 _ —_ 16,383 2,929 16,152 2,698 
Gesaintabbau: 0,000 2,929 2,698 
— 0,00 Proz. - 8,3 Proz. = 7,9 Proz. 
f) 100cem Hammelserum + 0,2 g Fibrin. 
Stdn. 1. at Differenz || > — Differenz 3. ute Differenz 
mg mg N mg mg N mg mg N 
0 13,276 0,000 13,276 0,009 13,276 0,000 
12 — — 14,734 1,458 14,523 1,247 
24 13,276 0,000 15,222 1,946 15,040 1,764 
36 —; -- 15,548 2,272 15,464 2,188 
48 13,276 0,000 15,853 3,577 15,633 | 2,357 
60 — _ 16,131 2,855 15,943 | 2,667 
72 13,280 0,004 16,320 3,044 16,231 2,955 
84 — -- 16,441 3,165 16,332 3,056 
96 13,280 0,004 16,462 3,186 16,338 3,062 
10 — — 16,483 3,207 16,340 3,064 
Gesamtabbau : 0,004 3,207 3,064 
— 0,01 Proz. - 9,2 Proz. = 8,8 Proz. 
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Ein Vergleich der Stabe zeigt, daB die Sera arteigenes Fibrin 
iiberhaupt nicht, artfremdes Fibrin dagegen merklich abbauen. Der 
Abbau ist allerdings im Verhaltnis zu den groBen Mengen von Versuchs- 
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Abb. 4. 


material, die verwendet wurden, recht gering (etwa 10 Proz.). Er 
erfolgt am stairksten innerhalb der ersten 20 Stunden, nimmt allmahlich 
ab und hért in der 108. Stunde fast ginzlich auf. 


Versuch I]. 


Es lag nahe, fiir die abnehmende Geschwindigkeit der Reaktion 
die sich bildenden Spaltprodukte verantwortlich zu machen und durch 
deren Fortschaffung eine Verstirkung des Abbaues zu erstreben. 

Zu diesem Zwecke wurden die Versuche in Dialysierhiilsen wieder- 
holt, die — wie unter Methodik angegeben — geeicht worden waren. 
In jede Hiilse kam unter Heranziehung aller Kautelen 5,0 ccm Pferde- 
serum + 0,lg Fibrin; die AuBenflissigkeit — sterilisiertes, destilliertes 
Wasser — betrug 30,0 ccm, wobei die Flissigkeitsspiegel der Innen- 
und AuBenfliissigkeit ungefaihr gleich hoch standen. 
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Alle 12 Stunden wurden 2ccm der AuSenfliissigkeit steril ent- 
nommen und von je 1 ccm der Gesamtstickstoffgehalt ermittelt. Dafiir 
wurden jedesmal wieder 2ccm Aqua dest. steril. der AuBenfliissigkeit 
zugesetzt und in die Gesamtstickstoffmenge mit einberechnet. 


5,0 com Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 cem Aqua dest. als 





AuBenfliissigkeit. 
Stunden 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,0000 0,000 0,000 
12 on 3.780 3/225 
24 0.0216 4.620 4.515 
36 = 5,250 4'536 
48 0,0280 5,460 4,935 
60 — 5,565 5,124 
72 —_ 5,880 5,440 
84 - 5,890 5,480 
96 0,0280 5,964 5,502 
108 — 6,074 a 5,691 
Gesamtabbau: 0,0280 mg N 6,074 mg N 5,691 mg N 
0,16 Proz. 34,46 Proz. = 33,01 Proz. 
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Abb. 5. 


Vergleicht man die Ergebnisse dieses Versuchs mit dem vorher 
angegebenen, so ersieht man, daB der Abbau der Fibrine in der Di- 
alysierhiilse in gleicher Weise, aber in viel héherem MaBe stattfindet 
als im GlasgefaB, in dem die Abbauprodukte dauernd in Berihrung 
mit dem reagierenden System bleiben. Auch hier noch sistiert der 
anfangs héher ansteigende und langer anhaJtende Abbau der artfremden 
Fibrine nach etwa 108 Stunden. Diese Feststellung wurde in mehreren 
Versuchen gleichmaBig gefunden. 
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Wiederholung. 
5,0 cem Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 com Aqua dest. als 
AuBenfliissigkeit. 
a 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
, mg N pro 3 ccm mg N pro 30 ccm mg N pro 3 ccm 
0 0,000 0,000 0,000 
12 — 3,360 3,150 
24 0,000 4,340 3,934 
36 — 5,340 4,536 
48 0,014 5,544 4,920 
60 — 5,796 5,348 
72 0,014 5,824 5,586 
84 — 5,894 5,670 
96 0,028 5,950 5,740 
_. POSER S i— 5,992 5,782 
Gesamtabbau : 0,028 mg N 5,992 mg N 5,782 mg N 
0,11 Proz. - 34,01 Proz. | 33,41 Proz. 
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Ein Vergleich der Versuche' lehrt, daB die dialysierbaren Abbau- 
produkte der kolloiden Substanzen in der Tat auf den Abbau hemmend 
wirken; durch ihre Entfernung aus dem Serum geht der Abbau be- 
deutend weiter, kommt allerdings schlieBlich durch die Anreicherung 
der AuBen- und damit der Innenfliissigkeit auch hier zum Stehen. 

Es wurde nunmehr auch diese Anreicherung durch mebhrfachen, 
volistandigen Wechsel der AuSenfliissigkeit verhindert. 


Versuch I11. 


Es wurde eine neue Versuchsreihe mit entsprechend veranderter 
Versuchsanordnung angesetzt. In dieser wurde alle 12 Stunden die 
AuBenfliissigkeit mittels steriler Vollpipette entfernt, mehrmals mit 
sterilem Aqua dest. nachgespiilt und sodann das vorher im Gefa ent- 
halten gewesene Quantum steriles Aqua dest. hineingebracht. 
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5,0 cem Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 cem Aqua dest. als 





AuBenfliissigkeit. 
Stunden 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
. mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,000 0,000 0,000 
12 -—- 3,465 3,192 
24 0.014 3,416 3,094 
‘ 36 — 0,308 0,3892 
48 0,007 0,252 0,168 
60 _— 0,056 0,056 
72 0,000 0,014 0,014 
84 — 0,000 0,028 
96 0,000 0,000 0,000 
Gesamtabbau : 0,021 mg N 7,511 mg N 6,9241 mg N 
— 0,12 Proz. = 42.63 Proz. 40,16 Proz. 


mgN 
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Stunden 
Abb. 7. 


Wtederholung. 
5,0 ccm Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 cem Aqua dest. als 





AuBenfliissigkeit. 
Stunden 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,000 0,000 0,000 
12 — 3,094 2,926 
24 0,028 2,856 2,779 
36 oo 0,364 0,371 
48 0,000 0,324 0,201 
60 _ 0,147 0,042 
72 0,000 0,028 0,000 
oe ~- 0,000 0,000 
Gesamtabbau : 0,028 mg N 6,813 mg N 6,319 mg N 


= 0,16 Proz. = 38,66 Proz. — 36,6 Proz. 
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Es ist aus diesem Versuch, ebenso wie aus anderen, parallel dazu 
angestellten ersichtlich, daB der Abbau artfremden Fibrins zu Anfang 
stark einsetzt, um sich kurze Zeit auf der fast gleichen Intensitaét zu 
halten und dann sehr rasch abzufallen. 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Versuch IV. 
Die gleichen Versuche wurden nochmals mit gréferen Mengen an- 


gestellt. Zu diesem Zwecke wurden entsprechend gréBere Hiilsen und 
ahnlich konstruierte gréBere GlasgefiBe verwendet. 


100 cem Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 ccm Aqua dest. als 








AuBenfliissigkeit. 
Senden 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
. mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,000 0,000 0,000 
12 = 3,3952 3,392 
24 0,028 3,328 3,336 
36 : 3,458 3,208 
48 0,0216 3,430 3,038 
60 — 3,416 3,052 
Fibrin verschwunden! 
72 0,028 0,560 0,890 
84 — 0,014 0,224 
96 0,014 0,000 0.014 
Gesamtabbau : 0,0916 mg N 17,6012 mg N 17,154 mg N 


0,53 Proz. = 99,89 Proz. 99.50 Proz. 
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Wiederholung. 
100 cem Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 30 cem Aqua dest. als 
AuBenfliissigkeit. 
Sein 1. Pferdefibrin 2. Hammelfibrin 3. Rinderfibrin 
. mg N pro W ccm mg N pro 30 ccm mg N'pro @ com 
0 0,000 0,000 0,000 
12 - 3,234 3,122 
24 0,028 2,996 2,842 
36 2,870 2,772 
48 0,0216 2,604 2,338 
60 — 2,100 1,998 
72 0,028 1,708 1,596 
84 — 1,228 1,022 
Fibrin verschwunden! 
96 0,014 0,364 0,462 
108 — 0,014 0,014 
120 0,000 0,000 0,000 
Gesamtabbau : 0,0916 mg N 17,178 mg N 16,266 mg N 
= 0,52 Proz. 97,44 Proz. 94,37 Proz. 
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Bei dieser Anordnung halt sich der Abbau des artfremden Fibrins 
viel langer ziemlich konstant, bis das Fibrin vollstandig abgebaut 
worden ist. Die geringfiigigen Ergebnisse nach Verschwinden des 
Fibrins riihren wohl daher, daB der letzte Rest der dialysablen Abbau- 
produkte aus der Hiilse nach auBen wandert. 


Auch diese Versuchsanordnung wurde mit iibereinstimmendem 
Ergebnis mehrmals wiederholt. 


Aus diesen beiden Versuchsreihen ist zu ersehen, daB das Abbau- 
vermégen des Serums artfremden Substanzen gegeniiber vom Quantum 
des Serums abhangig ist, woraus der SchluB zu ziehen ist, daB das 
Ferment entweder ebenfalls in die AuBenfliissigkeit dialysiert oder im 
Laufe des Versuchs unwirksam wird. 


Vor allem muBte daran gedacht werden, da8 mit den hemmenden 
Schlacken vielleicht Stoffe wegdialysiert wurden — Salze, Proferment —, 
die fiir das Fortschreiten des Abbaues von Bedeutung sind. In einer 
besonderen Versuchsreihe (V) wurde deshalb der Einflu8 von Salz- 
lésungen auf Eiwei8 untersucht. Zu diesem Zwecke wurden aus ge- 
trocknetem, léslichem HiihnereiweiB (Kahlbaum) — 0,1 g_ enthilt 
15,434 mg N —, Lésungen mit sterilem Aqua dest., mit steriler physio- 
logischer Kochsalzlésung, steriler Ringerlésung und mit steriler Nor- 
mosallésung (Sachsisches Serumwerk, Dresden) in Starke von 5 Proz. 
hergestellt. 


Zu diesem Zwecke wurden je 5g HiihnereiweiB, das 4 Stunden 
bei 110°C im Trockenschrank sterilisiert worden war — die Léslichkeit 
wurde dadurch nicht beeintrachtigt —, mit der betreffenden Fliissigkeit 
auf 100 ccm aufgefiillt und 1 Stunde im Schiittelapparat geschiittelt. 
Das Ergebnis waren schwach opalisierende Lésungen. Diese Fliissig- 
keiten wurden dialysiert, alle 24 Stunden wurde die AuBenfliissigkeit 
entfernt und durch 30 ccm frische Fliissigkeit ersetzt. 


Versuch V. 


1. 5cem 5proz. HiihnereiweiBlésung in Aqua dest. in der Hiilse, 30 com 
Aqua dest. als AuGenfliissigkeit. 





Stunden mg N pro 30 com 
0 0,000 
48 0,000 
96 0,0014 


Gesamtabbau : 0.0014 mg N 0,004 Proz. 
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2. 5cem 5proz. HiihnereiweiBlésung mit 0,85proz. NaCl-Lésung in de: 
Hiilse, 30 cem 0,85proz. NaCl-Lésung als AuBenfliissigkeit. 








Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 
24 0,168 
48 0,336 
96 0,504 
Gesamtabbau : 0,908 mg N — 2,39 Proz. 


3. 5cem 5proz. HiihnereiweiBlésung mit Aqua dest. in der Hiilse, 30 cem 
Ringerlésung als AuBenfliissigkeit. 





Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 
24 0,224 
48 0,532 
96 ae 0,8064 : 
Gesamtabbau : 1,5624 mg N — 4,05 Proz. 


4. 5ccm 5proz. HiihnereiweiBlésung in Ringerlésung in der Hiilse, 30 ccm 
Ringerlésung als AuBenfliissigkeit. 






































Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 
24 0,504 
48 1,026 
96 ae 1,393 
Gesamtabbau : 2.923 mg N — 7,58 Proz. 
5. 5cem Sproz. HiihnereiweiBlésung in Normosallésung in der Hiilse, 
‘ 30 cem Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 
Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 
24 0,518 
48 1,064 
96 a 1,456 ; 
Gesamtabbau : 3,038 mg N — 7,87 Proz. 
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Abb. 11. 
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Daraus ergibt sich, daB der Elektrolytgehalt der Flissigkeit beim 
Abbau von Eiwei8 von Wichtigkeit ist. Ein kleiner Teil des kolloiden 
EiweiBstickstoffs wird durch die Salze ohne Fermenteinwirkung 
dialysabel. Ringer- und Normosallésung sind dabei gleichwertig. 
Im Héchstfalle wurden etwa 7,5 Proz. des vorhandenen Eiweif-N 
dialysabel. 

Die gewonnenen Erkenntnisse wurden auf 
die Fibrinolyse tibertragen. 

Um den Einflu8 des Elektrolytgehalts 
auf den fermentativen Abbau der Fibrine im 
Pferdeserum zu untersuchen, wurden die gleichen 
Versuche (Pferdeserum + Fibrin in Hiilse gegen 
Aubenfliissigkeit dialysiert) nochmals vorge- 
nommen, nur wurden als AuBenfliissigkeit 
Ringer- oder Normosallésung verwendet. Die 
AuBenfliissigkeit wurde alle 12 Stunden entfernt 
und durch frische ersetzt. 


Versuch V1. 


100 cem Pferdeserum + 0,2 g Fibrin in der Hiilse, 
30 cem Ringerlésung als AuBenfliissigkeit. 








Seenden 1. Rinderfibrin 2. Hammelfibrin 
mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,000 0,000 
12 3,102 3,388 
24 3,346 3,759 
36 3,633 \ 4,144 
48 3,976 4,544 
60 4410 4,956 
72 4,794 5,530 
84 5,180 5,670 
96 5,628 2,891 
Fibrin verschwunden! 0 12 29936 @ 60 72 84% 
Stunden 
Gesamtabbau : 34,07 mg N 34,88 mg N Abb. 12. 


Bis zum Verschwinden des Fibrins sind 85 bis 87 Proz. des EiweiB-N 
dialysabel geworden gegen 7,5 Proz. bei der bloBen Salzdialyse. 


Die Versuche zeigen, daB der Abbautiter konstant ansteigt, bis 
das gesamte Fibrin abgebaut ist. Da Normosallésung nach Angaben 
des Sachsischen Serumwerkes auBer den Bestandteilen der Ringer- 
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lésung noch Mono- und Diphosphate enthalt, sich also dem Gehalt des 
Serums an anorganischen Bestandteilen besser anpaBt, wurden Paralle|- 
versuche mit Normosallésung gemacht. 


100 cem Pferdeserum + 0,1 g Fibrin 




















in der Hiilse, 
30 ccm Ringerlésung als AuBenfliissigkeit. 
—_— 1. Rinderfibrin 2. Hammelfibrin 
mg N pro 30 com mg N pro 3 ccm 
0 0,000 0,000 
12 2,856 2,996 
24 2,968 3,388 
36 3,402 3,962 
48 3,948 4,468 
Fibrin verschwunden! 
60 3,824 2,014 
Fibrin verschwunden! 
72 0,146 0,770 
84 0,000 0,014 
96 0,000 0,000 
Gesamtabbau : 17,144 mg N 17,612 mg N 
= 99,44 Proz. = 99.95 Proz. 





100 ccm Pferdeserum + 0,2 g Fibrin in der Hiilse, 30 cem Normosallésung 
als AuBenfliissigkeit. 





Sedin 1. Rinderfibrin 2. Hammelfibrin 
mg N pro 30 ccm mg N pro 30 ccm 
0 0,000 0,000 
12 3,498 3,752 
24 3,500 3,920 
36 3,720 4,364 
48 4,270 4,8104 
60 4.438 5,208 
72 4,788 5,866 
84 5,300 6,384 
Fibrin verschwunden! 
96 4,936 0,350 
Gesamtabbau: | 34,450 mg N 34,658 mg N 


= 99,83 Proz. ‘ = 98,35 Proz. 
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Dieser Versuch 100ccm Pferdeserum + 0,1 g Fibrin in der Hiilse, 
ergab bei mehrmali- 30 cem Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 


ger Wiederholung die 
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Abb. 14 Abb. 15. 
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Aus diesen gesamten Abbauversuchen ist zu schlieBen, daB 

1. Serum artfremdes Fibrin abbaut, 

2. die Schnelligkeit des Abbaues davon abhingt, ob 

a) die Abbauprodukte rasch fortgeschafft werden, 
b) der Elektrolytgehalt des Serums konstant bleibt. 

Aus Versuch VI geht hervor, daB mit dem Fortschreiten der Reaktioy, 
der Abbau ein immer schnelleres Tempo annimmt. Es kann das ent 
weder an einer Auflockerung des Fibrins oder an einer Konzentrations- 
steigerung des Ferments liegen. Zwischen diesen Méglichkeiten mubte 
sich entscheiden lassen, wenn in einem bestimmten Stadium des Ver. 
suchs das angedaute Fibrin entfernt und durch frisches ersetzt wurde 
Mit der gleichen Versuchsanordnung muBte sich die Frage priifen 
lassen, ob fiir jedes artfremde Fibrin ein besonderes Ferment an- 
zunehmen ist, oder ob immer dasselbe alle Fibrine abbaut. War namlich 
die obengenannte Vermutung unzutreffend, d. h. wird frisch zugefiigtes 
Fibrin mit der gleichen Geschwindigkeit abgebaut wie angebautes, so 
konnte ein Wechsel der artfremden Fibrine vorgenommen werden. 
Erfubr dabei das Abbautempo keine Verinderung, so war Einheitlich- 
keit des Ferments anzunehmen. 


Versuch VII. 

Wie sich der hemmende Einflu8 der Abbauprodukte durch Dialyse 
verringern laBt, so laBt er sich verstirken. Es wurden 10 ccm der 
AuBenfliissigkeit, die laut Mikrokjeldah| 3,64 mg N in 30 ccm enthielt, 
zur Innenfliissigkeit zugesetzt, wonach die Abbautatigkeit des Serums 
sofort fast ganzlich aufhérte. 





a) 100 ccm Pferdeserum + 0,2 g Hammelfibrin in der Hiilse, 30 ccm 
Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 





Stunden mg N pro #0 ccm 
0 0,000 
12 3,640 
Zusatz von 10 ccm AuBenfliissigkeit! 
24 0,112 
36 0,028 
48 0,000 


























Q 72 # 36 8 60 
Stunden 


Abb. 16. 
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b) 100 cem Rinderserum + 0,2 ¢ Pferdefibrin in der Hiilse, 30 ecin 
Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 





Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 
12 3,252 
24 3,752 


Zusatz von 10 ccm AuBenfliissigkeit 
mit 1,25 mg N 








36 0,602 
48 ! 0,028 
60 0,000 
"| 
7 pe - 
6,0+- ——+—-—— —_ ++ —__-—__—_+4 
50\- ae ee ees 
2 40 ——+_— -+ - — 
oS Lal | 
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pe i ee 
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Abb. 17. 


_ Versuch VITI. 

Pferdeserum wurde zunichst mit Hammelfibrin in den Dialysier- 
schlauch gebracht und gegen Normosallésung dialysiert, wobei alle 
12 Stunden die AuBenfliissigkeit sorgfailtig entfernt wurde. Nach 
Erreichung einer bestimmten ,,Abbauhéhe“ wurde das Hammelfibrin 
durch scharfes Zentrifugieren von dem Pferdeserum getrennt und 
entfernt, das Serum weiter dialysiert, bis die darin enthaltenen Abbau- 
produkte des Hammelfibrins auf ein Minimum gesunken waren, sodann 
Rinderfibrin zugesetzt und gleichfalls gegen Normosallésung dialysiert, 
die alle 12 Stunden entfernt wurde. Nach Erreichung einer bestimmten 
Abbaustirke wurde dieses Rinderfibrin auf gleiche Art wie vorher das 
Hammelfibrin aus dem Pferdeserum entfernt und dieses weiter dialysiert, 
bis der N-Gehalt der 12stiindig ausgewechselten AuBenfliissigkeit 
ein Minimum erreichte. Sodann wurde dem Pferdeserum zum zweiten 
Male frisches Hammelfibrin zugesetzt und wiederum gegen 12stiindig 
ausgewechselte Normosallésung dialysiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 170. 
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100 cem Pferdeserum + 0,2 g Hammelfibrin in der Hiilse, 30 cem 
Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 








Stunden mg N pro 30 com Stunden mg N pro 30 ccm 
0 0,000 96 3,640 
12 3,360 108 3,710 
24 3,846 120 4,440 
36 4,220 Entfernung des Rinderfibrins! 
48 4,780 132 1,200 
Entfernung des Hammelfibrins! 144 0,145 
60 0,460 Zusatzv.0,2 g frischen Hammelfibrins ! 
72 0,140 156 5,160 
Zusatz von 0,2 g Rinderfibrin! 168 5,830 
84 3,420 180 6,640 


100 cem Rinderserum + 0,2 g Pferdefibrin in der Hiilse, 30 cem 
Normosallésung als Au®enfliissigkeit. 








Stunden mg N pro 30 ccm Stunden mg N pro 30 com 
0 0,000 96 3,136 
12 3,108 108 3,514 
24 3,976 120 4,172 
36 4,564 Entfernung des Hammelfibrins! 
48 4,942 132 1,228 
Entfernung des Pferdefibrins! 144 0.280 
60 | 1,176 Zusatz von 0,2 g frischen Pferdefibrins ! 
72 \ 0,364 156 5,460 
Zusatz von 0,2 g Hammelfibrin! 168 6.174 
S4 2,842 180 6.888 


Der Abbau des Hammelfibrins beginnt mit einer Geschwindigkeit , 
die 3,360 mg N in 12 Stunden liefert, und steigt bis 4,780 mg N von 
der 36. bis 48. Stunde. Das Fibrin wird nun entfernt. Nach im ganzen 
144 Stunden wird frisches Hammelfibrin zugesetzt und mit einer noch 
etwas gréBeren, sich sogar noch weiter steigernden Geschwindigkeit 
angegriffen. Das Fibrin erfihrt also wahrscheinlich im Verlauf des 
Abbaues keine vorliufige Veranderung, die es fiir dessen spitere Stadien 
zuginglicher macht. Zwischen diese beiden Etappen wurde ein Versuch 
mit Rinderfibrin geschoben. Hier findet der Abbau nicht mit der 
beim Hammelfibrin bereits erreichten, sodern mit einer kleineren 
Geschwindigkeit statt, mit der auch der des Hammelfibrins begonnen 
hatte. In Beriihrung mit Hammelfibrin ist also im Serum ein Ferment 
angereichert, das spezifisch auf Hammelfibrin eingestellt ist und auf 
Rinderfibrin keinerlei Einflu8 hat. 


Um die Deutung des Abbaues als Fermentvorgang zu stiitzen, 
wurde steriles Pferdeserum eine halbe Stunde im Wasserbad auf 58° C 
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gehalten und darauf mit Hammelfibrin im Dialysierschlauch gegen 
Normosallésung dialysiert. 


Versuch IX. 


5cem Pferdeserum + 0,1 g Hammelfibrin in der Hiilse, 30 cem 
Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 





Stunden mg N pro 30 ccm 


48 0,0014 
96 0,002 


Die Reaktion ist zweifellos an einen thermolabilen Kérper gebunden. 

Zur Priifung, welcher Bestandteil des Ferments thermolabil ist, 
wurde Serum mit Hammelfibrin gegen Normosallésung dialysiert, 
nach Erreichung einer bestimmten Abbauhéhe das Serumfibringemisch 
eine halbe Stunde im Wasserbad auf 58°C gehalten, nach Konstatierung 
des Aufhérens des Abbaues frisches Serum zugesetzt. 


Versuch X. 


100 cem Pferdeserum + 0,2 ¢ Hammelfibrin in der Hiilse, 30 cem 
Normosallésung als AuBenfliissigkeit. 








Stunden mg N pro 30 ccm Stunden mg N pro 30 com 
0 0,000 48 1,040 
12 3,358 60 0,140 
24 3,826 Zusatz von 50 ccm frischen Serums! 
36 4,243 72 4,114 
Inaktivierung des Gemisches! 84 4,725 , 


Auf Grund der beschriebenen, simtlich durch Parallelversuche 
und mehrfache Kontrollen auf Exaktheit und Sterilitat gepriiften 
Ergebnisse lassen sich folgende Schliisse zu den fermentativen Vor- 
gingen im Blute ziehen: Das Serum von Pferd, Hammel und Rind 
enthalt ein Ferment, das die Fibrine der anderen Blutarten, nicht aber 
arteigenes Fibrin abbaut. An sich kommt der Abbau bald zum Stehen, 
dagegen wird er in seinem Tempo beschleunigt, wenn man Sorge trigt, 
die entstehenden Spaltstiicke dauernd durch Dialyse zu entfernen. 

Fiigt man im Laufe des Versuchs neues Substrat hinzu, so wird 
dieses sogar nicht nur mit der geringen Anfangsgeschwindigkeit, sondern 
mit der im Gange des Versuchs erreichten abgebaut. Da man sich kaum 
vorstellen kann, da sich im Laufe des Versuchs die auBeren Bedin- 
gungen so durchgreifend verbessern, ist es woh] das Ungezwungenste, 
an eine Zunahme der aktiven Fermentmenge zu denken. 


7* 
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Wir kennen eine ganze Reihe von Beispielen, in denen Fermente 
erst am Orte ihrer Tatigkeit oder im Augenblick, in dem sie diese auf- 
nehmen miissen, aus einer unwirksamen Vorstufe frei gemacht werden. 
Diesen Mechanismus treffen wir auch bei dem besterforschten Ferment 
des Plasmas, dem Thrombin, das erst im Augenblick der Gerinnung 
aus dem Thrombogen gebildet wird. 

Es liegt nahe, diesen Mechanismus auch fiir das fibrinabbauende 
Ferment anzunehmen, wobei es einstweilen unentschieden bleiben 
muB, ob schon die Vorstufe des fibrinabbauenden Ferments spezifisch 
differenziert oder allen Fibrinasen gemeinsam ist. 

Die Ahnlichkeit des fibrinabbauenden Ferments mit dem Thrombin 
geht noch weiter. Zur Uberfiihrung von Prothrombin in Thrombin ist 
die Gegenwart von Ca-Salzen unerlaiBlich, wihrend allerdings das 
fertige Thrombin seine Gerinnung veranlassende Wirkung auch ohne 
Gegenwart von Ca-Salzen ausiiben kann. Bei dem fibrinabbauenden 
Ferment ist die Gegenwart der Plasmasalze — es ist noch nicht gepriift 
worden, ob nur ein einzelnes der Plasmaionen oder ihre Gesamtheit 
erforderlich ist — ebenfalls von ausschlaggebender Bedeutung. In 
Versuch IV, in dem zum Unterschied von Versuch III 100 cem Serum 
statt 5 cem gegen die gleiche Menge AuBenfliissigkeit dialvsiert wurden, 
ist die Wirkung des vorhandenen Ferments geraume Zeit weiter ge- 
gangen, wenn sie auch nicht die gleiche Intensitat erreichte wie bei 
Dialyse gegen Ringerlésung. Beide Versuche zusammen liefern also 
das Ergebnis, daB die Fermentwirkung bei allmahlicher Herabsetzung 
der Salzkonzentration sich abschwicht und bei gianzlichem Verlust 
der Salze aufhért. 


Zusammenfassung. 


Fasse ich alle diese Ergebnisse nochmals zusammen, so ergibt sich 
folgendes : 


1. Serum baut arteigenes Fibrin weder in vitro noch im Dialysier- 
schlauch ab. 


2. Serum baut artfremdes Fibrin ab. 

a) In vitro, wo die Spaltprodukte nicht entfernt werden, steigt 
der Abbau zunichst langsam an und kommt in dem Augen- 
blick zum Stehen, wo durch Anreicherung der Abbauprodukte 
ein Reaktionsgleichgewicht erreicht ist. 

b) Schafft man durch Dialyse gegen destilliertes Wasser die 
Abbauprodukte fort, so steigt die Abbaugeschwindigkeit 
rascher an, schlieBlich hért aber der Abbau lange vor Er- 
schépfung der Substratmenge auf. 
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c) Dialysiert man nicht gegen Aqua dest., sondern gegen eine 
Lésung, die die Salzkonzentration des Serums méglichst 
unverandert halt, so erreicht der Abbau ein noch héheres 
Niveau und geht bis zum ginzlichen Verbrauch des Substrats 
weiter. 

3. EiweiB gibt in Beriihrung mit Neutralsalzlésungen von der 
ungefahren Konzentration des Plasmas langsam dialysable N-haltige 
Produkte ab. Die dabei frei werdenden Mengen sind viel geringer als 
die bei fermentativem Abbau entstehenden. 

4. Den einzelnen Fibrinarten werden vom Serum spezifische 
Fibrinasen entgegengestellt. Es ist méglich, aber nicht sicher, daB diese 
von einer gemeinsamen unspezifischen Vorstufe ausgehen. 

5. Serum, das eine halbe Stunde bei 56°C gehalten wird, hat sein 
Abbauvermégen verloren. see” 


Zum SchluB erfiille ich die mir durchaus angenehme Pflicht, 
Herrn Prof. Dr. Schmitz fiir die weitgehende Unterstiitzung und Mit- 
wirkung bei meiner Arbeit meinen ergebensten Dank auszusprechen. 








Uber die Abhangigkeit der alkoholischen Girung 
von der Wasserstoffionenkonzentration. IV. 


Von 
Erik Hiigglund und Anne Marie Augustsson. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnlana.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1925.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden dritten Mitteilung wurde die Frage der 
Geschwindigkeit des Zuckerzerfalls in saurer und alkalischer Lésung 
behandelt. Aus dieser Untersuchung geht hervor, daB das Enzym 
oder die Enzyme, welche die Girung einleiten, ein auSerordentlich 
breites Optimum-p, haben. In der Tat zerfillt der Zucker ebenso 
schnell bei einer Wasserstoffionenkonzentration entsprechend pg = 4, 
wie bei einer solchen entsprechend pg = 8. Gewisse Enzyme aber, : 
die eventuell in den Zuckerabbau eingreifen, zeigen mehr oder weniger 
scharfe Optima. Erwahnung verdient in erster Linie die Phosphatese, 
die nach Euler bei py = 6,4 ihre gréBte Wirksamkeit zeigt. Sofern 
nun der Zuckerabbau unbedingt mit einer Phosphorylierung als Vor- 
stufe verkniipft ist, fiihrt das, wie der eine von uns friiher hervor- 
gehoben hat, zu eigenartigen Konsequenzen, die wir aber einstweilen 
nicht ablehnen méchten. 

Untersuchungen von Neuberg und Mitarbeitern’) und _ solche 
von Josephson und Euler?) haben ergeben, daB die sogenannte Aldehyd- 
mutase schneller in alkalischer Lésung als in saurer wirkt. Die Reak- 
tionsgeschwindigkeit war allerdings so klein, daB nach Ansicht der 
letztgenannten Verfasser wenigstens bei solchen Aldehyden wie Acet- 
aldehyd die Reaktion fiir den Verlauf der normalen Girung wahr- 
scheinlich nur von untergeordneter Bedeutung sein mu. Méglich 
ware jedoch, daB die Aldehydmutase, wie friiher auch angenommen 
worden ist, im Methylglyoxal, und zwar in der Form, wie es bei 
der Girung auftritt, ihr wichtigstes Substrat besitzt. 


1) Diese Zeitschr. 96, 192, 1919. 
*) H. 185, 49, 1924 
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Uber die Abhangigkeit der Brenztraubensiuregirung von der 
Wasserstoffionenkonzentration liegen, soweit bekannt, nur einige 
wenige Versuche von Zuler und Karlsson") vor. Daraus geht hervor, 
daB die Kohlensiureentwicklung unter Einwirkung einer coenzym- 
freien Unterhefe (Trockenhefe) bei pq = 4,5 bis 5,5 am stirksten war. 
Es zeigte sich ferner, daB die enzymatische Tiatigkeit bei dem Neutral- 
punkt sehr stark abgeschwicht war, so daB die Geschwindigkeit der 
Kohlensiureentwicklung hier nur etwa ein Zehntel von derjenigen bei 
optimaler Wasserstoffionenkonzentration war. Sicherlich wird aber, 
je weiter man sich dem neutralen bzw. alkalischen Gebiet nahert, 
mehr und mehr Kohlensiiure von der Lésung zuriickgehalten. GroB 
kann aber die betreffende Kohlensiureentwicklung in dem Eulerschen 
Versuch nicht gewesen sein, da die Wasserstoffionenkonzentration 
nach 6 Stunden Garung bei einem Anfangswert entsprechend py = 7,1 
unverandert geblieben war. 

Aus ilteren Versuchen von Zerner*) geht hervor, daB bei lingerer 
Girungsdauer mit anfanglich neutraler Kaliumpyruvinatlésung zum 
SchluB eine relativ starke Girung eintrat. Bei Anwesenheit von Sulfit 
aber wurde diese Garung unterdriickt. Messungen der Wasserstoffionen- 
konzentration wurden aber nicht vorgenommen, so daB man nicht 
weiB, bei welcher Aciditait die Girung letzten Endes erfolgte. Aus 
Versuchen von Neuberg und Reinfurth*), die sich als erste mit der 
Vergérung von Brenztraukenséure in Gegenwart von Sulfit befaBt 
haben, geht nicht hervor, bei welcher Wasserstoffionenkonzentration die 
Vergarung der Brenztraubensaure geschah. Aus diesen Versuchen geht 
ferner nicht hervor, mit welcher Geschwindigkeit die Brenztraubensaure 
im Vergleich mit Zucker vergoren wurde. Offenbar war die Geschwindig- 
keit nicht groB, denn bei verhaltnismaBig groBen Hefemengen waren in 
vielen Fallen nach einer Zeit von mehreren Tagen noch betrachtliche 
Mengen Brenztraubensiure unvergoren. Andererseits ist behauptet 
worden, da die Brenztraubensaure wesentlich schneller als Zucker ver- 
goren wird. Uber die Wirkung der Carboxylase besteht also trotz vieler 
Untersuchungen noch groBe Unklarheit. Aus diesem Grunde haben 
wir eine groBe Anzahl] von Girversuchen von Brenztraubensaure unter 
verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt. Aus den Versuchsprotokollen 
entnehmen wir folgende Versuchsreihen. 

Wir benutzten zunichst dieselbe Versuchsanordnung wie bei 
unseren friiheren Arbeiten. Die entwickelte Kohlensiure wurde 
volumetrisch gemessen ; in vielen Fallen wurde zur vélligen Austreibung 


1) Diese Zeitschr. 180, 553, 1922. 
*) Ber. 53, 330, 1920. 
8) Diese Zeitgchr. 89, 413, 1918; Ber. 52, 1689, 1919; Ber. 58, 


462 u. 1039, 1921. 
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der Kohlensaure 10proz. Schwefelsiure zugesetzt. Die Temperatur 
der Garung betrug durchweg genau 30°. Die Messung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration von Brenztraubensaurelésungen mit der iiblichen 
elektrometrischen Methode ist schwierig. Wir benutzten deshalb zur 
Kontrolle die Indikatorenmethode, wobei die H-Konzentration der 
Vergleichslésungen gegebenenfalls elektrometrisch bestimmt wurde. 


A. Lebende Hefe. Oberhefe. 
T. (Abb. 1). 
0,23 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlosungen '). 
1g Hefe R. 20ccm Lésung in jedem der Versuche I-VI. 


Versuchsreihe 1. 





Zeit I Il ii IV Vv VI 
Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 
Pe ee Os a oe 4 el OS 0 | 45 7.6 10,9 | 11.6 13.0 
a BARS EES teres 0 | 24 53 7, | 83 | 93 
Sh dead tha elle. ace 0 | 15 | 35 50 | 62 6.7 
2 gag a ese ae 0 | 10! 26 3,7 | 45 49 


Relative Geschwindigkeit. 


OS Ree egret 0 35 | 58 | 84 | 89 | 100 
te, “we er ee 0 | 26 57 77 89 100 
ee ce al ree ees 0 | 2 52 | 75 93 100 
» Po SV eee aes 0 | 20 | 53 | 76 | 92 | 100 

Py 
Aciditét nach 2 Std. Garung. . 74 3,9 | 32 27 | 22 1,7 


Versuchsreihe 2. 





Zeit / 1 " m - IV Vv VI 

Kohlenséure in Kubikzentimetern. 
RE ere | O | 44 | 75 | 100 | 12,0 | 13,7 
: » ay GN Ie ey fm. +a 70/ 83) 91 
pee a Str eee oe ed | Oo 18 36 54| 6) 69 
ac MD alee thr wtlindaivered 4 0 | 10 | 26 38 | 4.7 | 52 


Relative Geschwindigkeit. 





Nach 1, Std. ..... sate 0 | 38 | 5 | 73 | 88 | 100 
SD. 4nk Shdchin im Scion tal o 2 56 | 77'| 91 | 100 
i a cea anes Te 0 | 2 52 | 78 | 88 | 100 
Sy gee alee ee ioe 0 19 50 | 73 | 90 | 100 
| | 
Pu 
Aciditét nach 2 Std. Garung. . | 74 | 3,9 | 32 | 27 | 22 | 17 


') Die Brenztraubenséure in der Konzentration von 0,23mol. wurde 
mit Natronlauge so weit abgestumpft, daB die angegehenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen erhalten wurden. 














Abhangigkeit der alkoholischen Garung usw. IV. 















100 
80 ; + t 
4 ha/be Stunde 
60 t , 
100' + 
r— 
~ 
‘ £ r 
S60 r / 
% 
s 20 —_— | 4 4 - 
# 3ha/be Stunde 
4% — = + + + 
g” 
& | 
A Or-——T ] 
§ w}——— 
$ 
3 80 $ ; + i 
© Aalbe Stunde 
50+ T ’ ’ 1 
“oh --—-- + + > 4 4 
1 ha/be Stunde 
a—.—_T 22 at 
i 





Abb. 1 


Ll. (Abb. 2.) 
0,3 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlosungen. 
2g Hefe R. 20cem Lésung. 


Versuchsreihe 3. 
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Zeit 1 | «0 | @ Viv 


Kohlensaure in Kubikzentimetern. 


Nach 1/, Std. .....-..-.- | O4 | 7,5 | 195 | 250| 182 
ee eae, Cee 40 11 120!) 51 
a ee es eee eee er 0 23 | 64 80; 2,7 
A : 0 17 | 32) 58! 16 

Relative Geschwindigkeit. 

a | ee 30 78 100. 73 
=< 2 Sat 6? Bi Se aban 0 340 ii84ti‘(OC 
oy “See Bape Spee apa 0 29 80 100 34 

ee hale Laos oe ee 30 55 «6100St—stéFB 


Pu 
Aciditét nach 2 Std. Garung. . 74 4,1 3,6 3.0 | 20 





VI 


13,8 
2,0 
0.6 
05 


55 


c@m-+!] 


16 
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Versuchsreihe 4. 





Zeit I no} WW IV Vv VI 


Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 


y Sg 6 7 20,7 2 2 
Nach 1/, Std. 0.6 7,5 7 5,0 | 19, 14.8 


: 0 38 101 126) 50 15 
3 a i. 0 24 | 54 86/ 28 07 
a 0 15 | 33 54] 18)| 05 


s = ee Se ae ee a ae } 


Relative Geschwindigkeit. 

a ee ee ee ae 3 30 83 100 77 59 
> 3 io ae ae eer eres 0 30 80 100 40 12 
Pt. “So ew er eee ee ae 0 28 63 100 33 s 
ae a: 6 ote ee eae 2 0 28 61 100 34 10 


Aciditat nach 2 Std. Garung. . 7.4 41 3.6 


3.0 | 20 16 


2 WA SEER 


80 = 


S 
> 


sgeschwindgkeit 
8 838 8 8&8 


Relative Gérung 


2 8 8a 


x 
S 





8 
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III. (Abb. 3.) 
0,15 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésung. 
lg Hefe R. 20ccem Lésung. 


Versuchsreihe 5. 





Zeit I Il ul IV v VI 


Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 
ee ee ee 1,0 5.1 7.8 10.2 123 14.5 


aa Nels eae pate |) 27 46 #72 83 96 
ee es 6 Bn a Red 20 36 50 63 #66 
ee a edt eats 08 | 25 33 45 £48 


Relative Geschwindigkeit. 


Me: a tee Se owe 7 35 54 71 | (85 100 
» 3 ae wae eee ae 0 28 48 75 | 87 100 
ie or. Bor an a ee ee a 0 31 54 76 97 100 
. 2 ° ae ees * |W 0 17 52 69 | 94 100 

Pu 
Aciditét nach 2 Std. Garung. . 7.9 48 3,7 2.8 2.5 19 

















$8 8 88 8 
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Versuchsreihe 6. 





Zeit I Il I IV Vv VI 


Kohlensaure in Kubikzentimetern. 


ee ee SS SS es 14 4,1 65 93 11,2 12.3 
2 kyle ee ee Bee 24|42 | 63) 77/| 83 
A hse, eer 0 15/33 | 45 54) 56 
<\O te - 6 .eckceieesel ae 10 24 | 34. 38! 38 

Relative Geschwindigkeit. 

peek Me Ges bs ee eee 8 12 34 53 76 91 100 
2 ea es aS. o| 2 | 51 | 7% 93 100 
ae Tee + ee 0 | 27 59 $l 97 100 
SD Se avigls Bath east 0 27 63 90 100 100 


Aciditat nach 2 Std. Garung. . 7,9 48 | 37 28 2.5 19 


? 


IV. 
0,144 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésung mit 0,1 mol. Na-Phosphat- 
puffer. 


2g Hefe R. 20ccm Lésung. 


Versuchsreihe 7. 





Zeit in Stunden 








; ts 3 4 ie 29,5 31,5 34,5 475 


Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 





I 0 0 0 0 0 0 38 | 55 88 | 154 
n° 0 0 0 0 11 | 72 | 87 | 115 | 170 
Ill 10 | 10 12! 12 17/ 36/] 65 | 78 | 100 140 
VI 39] 41 | 46) 60 60); 92/127 135 | — _ 
V |130 /178 210 | 216 (935 | 2/973) — | — — 
VI 294 424 499 536 610 | 665/692 — — _ 
Pu 
I Il iT vi; V VI 
Aciditat vor der Garung. ... 83 | 7,0 | 61 51 | 20 12 
» nach , . eset 721 68] 44 | 59 | 48 | 36 


V. 


Um festzustellen, ob tiberhaupt eine Kohlensaiureentwicklung in 
schwach saurem, neutralem oder alkalischem Gebiet eintritt, wurden 
folgende Versuche ausgefiihrt. Lésung: 0,2 mol. Brenztraubensiure- 
Na-pyruvinat mit 0,15 mol. Phosphat. 
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Versuchsreihe 8. 


50 cem Lésung, 4 g frische Oberhefe H. 3 Stdn. Garung. 





p Pu Kohlensaure 
vor der Garung nach der Giarung ccm 
Versuch a 8.1 78 45 
i b 7.8 7,7 45 
- c 55 5,6 55 


Versuchsreihe 9. 


25 ccm Lésung, 2 g frische Oberhefe H. 3 Stdn. Garung. 


Versuch a | 8,1 78 3,0 
. b | 7,8 7,7 3,0 
‘ c 55 5,6 3.5 


Es ergibt sich aus diesen Versuchen mit aller Deutlichkeit, daB 
lebende Oberhefe bei neutraler und alkalischer Reaktion Brenztrauben- 
siure nicht oder ganz unwesentlich zerlegt. In verdiinnter Lésung 
der Saure ist die optimale Wirkung stark nach der sauren Seite ver- 
schoben. In konzentrierteren Lésungen, wie 0,3 mol., ist die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Liéisung mit der gréBten Giartatigkeit 
geringer. Das zeigt, daB die Reaktionsgeschwindigkeit des Brenz- 
traubensaurezerfalls bei der Garung mit lebender Hefe ‘auBer von der 
Wasserstoffionenkonzentration auch von der absoluten Menge der 
Saure abhingig ist. Da die Saure innerhalb der Hefezelle vergoren 
wird, ist die Girungsgeschwindigkeit gegebenenfalls von der Diffusions- 
geschwindigkeit der Saiure abhingig. Mit anderen Worten: Die Wasser- 
stoffionenkonzentration richtet sich innerhalb der Zelle, die letzten 
Endes mafgebend ist, nach der Saurekonzentration auBerhalb der- 
selben. Fraglich ist, ob das Salz die Zellenwand der lebenden Zelle 
durchdringt. Auf Grund unserer weiter unten mitgeteilten Unter- 
suchungen itiber die Vergirung mit Trockenhefe erscheint es sehr wahr- 
scheinlich, daB die Vergirung der neutralen oder schwach alkalischen 
Pyruvinatlésungen mit lebender Hefe zum grofen Teile deshalb nicht 
eintritt, weil die Zellenwand fiir das Salz nicht oder ungeniigend 
permeabel ist. Bei sehr langer Versuchsdauer, wie in der Versuchs- 
reihe 7, tritt bei alkalischer oder neutraler Reaktion eine geringe 
Kohlensiureentwicklung ein. 


Die oben erwihnten Ergebnisse werden von den folgenden Ver- 
suchen mit Unterhefe A bestitigt. Die Unterhefe zeigt deutlich eine 
gréBere Empfindlichkeit fiir Brenztraubensiiure als die Oberhefe R. 
Im neutralen oder schwach alkalischen Gebiet tritt eine, wenn auch 
sehr schwache Kohlensaiureentwicklung ein. 
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0,3 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen. 
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B. Lebende Hefe. Unterhefe. 
I. (Abb. 4.) 


2g Hefe. 20ccm Lésung. 


Versuchsreihe l. 





Zeit I i | i IV Vv VI 


Nach ¥/, Std, 


l ‘Seago’ 
a 
2 

‘i " 


» | ® 
» Mle » 
" 2 7” 


Aciditaét nach 2 


Relative Garungsgeschwindigheit 















Kohlenséure in Kubikzentimetern. 


Fgh ical 4.3 | 13,2 115 | 48 | 3 2.6 
. ek A ihe ah 2,1 5,1 13 O05 O04 0,3 
13 3,0 06 O38 | O]1 0 
1,2 2,0 03  O 0 0 
Relative Geschwindigkeit. 

33 100 87 37 24 20 
41 100 26 10 8 6 
43 100 20 10 4 0 
60 100 15 0 0 0 

Pu 
Std. Girung. . 7,95 48 2.9 19 1,8 1,7 
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EEE 
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4 halbe Stunde 
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Abhangigkeit der alkoholischen Garung usw. IV. 


Versuchsreihe 2. 











Zeit I ll ll IV Vv Vi 
Kohlenséure in Kubikzentimetern. 

Nach 3/, Std. 4,1 13,4 11,3 54 3,8 2.9 
a " . : 1,6 4.5 ll | 05 | 03 0.3 
—) le ‘ 14 28 05 > O1 0 0 
5 3 m es 1,1 17 02), 0 0 0 

Relative Geschwindigkeit. 

Pe ee, «ce ee ee 8 8 31 100 85 48 29 22 
- ee i ee 36 100 25 1! 7 7 
» She 50 100 18 4 0 0 
- * . 65 100 12 0 0 0 

Pu 
Aciditaét nach 2 Std. Garung. . 8.0 48 2.9 19 18 17 
Il. (Abb. 5.) 
0,15 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlosung. 
2¢ Hefe. 20ccm Lésung, 
Versuchsreihe 3. 
Zeit es mi}wiiyv VI 
Kohlensaure in Kubikzentimetern. 

ee ie kw ee Soe 2.8 7,1 140 15.6 13,3 94 
aa e ee ee 08 23 40 7.0 25 0.8 
~ Ee See ee eee 0,7 18 2.0 3,7 05 0.2 
_ s - on eS 0,6 0.6 1,2 23 0 0 

Relative Geschwindigkeit. 

7 a a ee eer Is 46 9 100 86 61 
ai 1 x 0 -) lin th wikecet Ox ae 12 33 57 100 36 12 
7 | a Se ee ae ee 19 49 54 100 14 6 
ss “s oth S be «2 26 26 52 100 0 0 

Pu 
Aciditat nach 2 Std. Garung. 8,2 5.2 | 39 26 | 2) 1,7 
Versuchsreihe 4. 
lg Hefe. 20cem Lésung. 
Zeit I Il i IV Vv VI 
Kohlenséure in Kubikzentimetern. 

a eee 14 63 8.8 8.8 7,0 54 
o_o “thee 05 28 3.6 11 4 03 
> ies 0,2 15 22 0.4 | 0 
._ » a 0,2 0.9 16 0 6 
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Zeit I Il il IV v Vi 


Relative Geschwindigkeit. 
meee SE 4k 6 8 ol sees 16 72 100 100 80 62 














. « ay OS a Reg ct 14 78 100 31 ll 9 
ee ee ee eee ee 9 68 100 18 5 0 
_ os cE a ie. ge Oe a 13 56 100, O 0 0 
Pu 
Acidititt nach 2 Stdn. Garung . 8,2 5,2 3.9 2.6 21 | 1,7 
100; 
80 
60}- ] 
100}- 
> 80 
o 
S 
8 
2 00 
© 
© 
dS 80 
2 
S 
c 
2 60 
S 100 
< 
3 #0 
& 
60> 
¥0r 
20} —_— + — oS 











Abb. 5. 


Die in den folgenden Versuchsreihen verwendeten Trocken- 
hefen bereiteten wir aus den in den oben erwihnten Versuchen 
benutzten Hefen, Oberhefe R und Unterhefe A, durch Trocknen 
bei gewéhnlicher Temperatur. Die Trockenhefe wurde nachher fein 
zerrieben. 
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C. Trockenhefe aus Oberhefe. 
I. (Abb. 6.) 


lV. 
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0,2 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen mit 0,15 mol. Phosphat- 
pufferlésung. 
lg Hefe aus Oberhefe R. 20ccem Lésung. 
Versuchsreihe l. 
Zeit I Il Il IV vV Vi 
Kohlensaure in Kubikzentimetern. 

Nach '/,Std. .. rae 18 4.2 17,0 | 12.6 3.6 3.6 
f a : 1,0 28 90 100 18 1,2 
A Lo 0 14 6.6 7S 2.6 1,2 
a . 0 14 18 58 10 0.7 

Relative Geschwindigkeit. 

Nach ", Std an a wt é 11 23 100 74 21 21 
lee . eg 10 28 90 100 18 12 
a |. ae 0 19 90 100 35 16 
a ns 0 24 31 100 17 12 

Pu 

\ciditat { Unmittelbar nach Hefezusatz 7,9 73 6,2 43 2.6 2.2 
_ der nach 2 Stunden Girung 7,1 73 7.6 69 3.3 25 

Lésungen | Mittelzahl wahrend der Garung 7,5 73 69 5.6 3.0 2.4 

100; T T 
| 
80 4 + 
60 — —-— 
100 +--+ 
¥ ha/be Stunde 
» © -~= 
2 
SD 69 - + + 
s 
ied t 
. J halbe Stunde 
wn 
Sed + 
Ny 
$ 60} 
Sa} + 
N 2ha/be Stunde 
————rT ; 
e 
60 + + 
1 halbe Stunde 
1- o-—+—+—t 
n 
20 + + 
n 
n 
0 2 7 2 3 7 
Abb. 6. 
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II. (Abb. 7.) 
0,2mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen mit 0,15 mol. Phosphatpuf jer 
lg Glucose. 1g Hefe aus Oberhefe R. 20ccem Lésung. 


Versuchsreihe 2. 





Zeit : | = Ill IV Vv VI 


Kohlenséure in Kubikzentimetern. 


as OE, nw. sucmcendes . | 47 | 75 | 92) 178! 47 36 
aa page APN Paget ... | 32 60 45 168 23 16 
meee | Oe. ge ae ., 29 42 101 188 26 = 18 
ke ee. Ee) ae) Bt Bel @t & 


Relative Geschwindigkeit. 
Re See ee 22 36 100 82 22 17 
20 38 92 100 15 10 


en >. See we ein ere eet 
a ae ek ae ae aaa alee 21 30 73 100 19 13 
> cyt Meta a cee ase et 22 25 41 100 31 18 
Pu 
Aciditit | unmittelbar nach Hefezusatz . 7,9 74 6.2 43 26 2.2 
nach 2 Stunden Girung .. . 76 7,6 73 65 3,1 23 
2.9 


r 
Lésungen | Mittelzahl wahrend der Garung 78 7,5 68 54 2, 23 





100 


zg § 2 


a. 
Ss 
Ss 


Relative Garungs ges. chwindigke! ? 
& 
3 tas 
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Vergleichen wir die Resultate der beiden oben erwihnten Ver- 
suche mit den entsprechenden, bei welchen frische Oberhefe benutzt 
wurde, so ergibt sich, daB die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
der Giarung hier bei wesentlich geringerer Wasserstoffionenkonzen- 
tration vor sich geht. In der Tat ist diese Konzentration genau dieselbe 
wie die, welche als die giinstigste fiir die Vergarung von Zucker mit 
Trockenhefe gilt. Auch bei neutraler bzw. schwach alkalischer Reaktion 
ist eine allerdings relativ schwache Kohlensiureentwicklung bemerkbar. 
Auf die Mengen kann man sich in diesem Gebiet, wie friiher mehrfach 
betont wurde, nicht ganz verlassen, da Kohlenséure sicherlich zum 
Teil zuriickgehalten wird. 


Von groBem Interesse war in diesem Zusammenhang zu erforschen, 
wie die Brenztraubensiuregarung in Anwesenheit von Sulfit vor sich 
geht. Es stellt sich aus der folgenden Versuchsreihe auffallenderweise 
heraus, daB das Sulfit in neutraler und alkalischer Lésung die Garung 
volistandig zum Stillstand bringt. Wir kommen auf diese Sache in 
einem anderen Zusammenhang nochmals zuriick. 


Ill. 
0,15 mol. Brenztraubensdure-Na- pyruvinatlésungen mit 0,15 mol. Phosphat- 
pufferlésung und 0,15 mol. Na,SO,. | 


1g Hefe aus Oberhefe R. 20 ccm Lésung. 


Versuchsreihe 3. 





Zeit I " mi IV Vv H,O 


Kohlensaure in Kubikzentimetern. 


Des S GB see a® Sh % oe 0 0 1,3 68 163 | O08 
<—— ae ‘ ‘ 0 0 0,7 4.6 6,6 1,0 
ee, ie? ee ee “er : 0 0 06 24 28 05 
a a ee 0 0 05 2,2 28 | 03 
NS Pee SS Soa 0 0 0.2 1,4 15 0 
_ a we 8 bees 4 36,668 nea; — —_ 17,0 

Pu 

Aciditat{ Unmittelbar nach Hefezusatz . 8,0 7,2 6,0 49 4.0 _— 
_ der nach 5 Std. Girung...... — _ — 54 | 52 _— 

ee. o's See cbt 60 | 53 56 56 /| 54 63 


Hier trat nach 24 Stunden Garung eine so erhebliche Selbstgérung 
der Hefe ein, daB die Werte unbrauchbar wurden. Die Werte fiir die ersten 
2 Stunden sind aber anwendbar. 


Um zu sehen, wie groB die wahre Kohlensiureentwicklung bei 
alkalischer Reaktion im Vergleich mit derjenigen bei optimaler Wasser- 
stoffionenkonzentration ist, wurden die Versuche 4 bis 6 ausgefiihrt. 


g* 
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IV. 
Versuchsreihe 4. 


0,25 mol. Brenztraubensdure-Natriumpyruvinatlésung 
mit 0,15 mol. Phosphatpuffer. 
lg Hefe. 25ccm Lésung. 
Nach 3 Stunden wurde die Kohlenséiure mit 10proz. Schwefelsaure 


ausgetrieben 
Kohlensaure in Kubikzentimetern, 
I. (pq = 8,2) nach 3 Stunden Garung .... . . . 36,3 
Il. (py = 6,2) ,, 3 - “ Ss dal, oo 


Es stellt sich also heraus, daB die Brenztraubensaiure zu einem 
nicht unwesentlichen Teile auch bei alkalischer Reaktion vergoren 
wird. Allerdings ist die Geschwindigkeit der Kohlensiureentwicklung 
nach 3 Stunden nur etwa 40 Proz. von der Geschwindigkeit bei einer 
Aciditat entsprechend pg = 6,3 (im Anfang der Girung gemessen). 

Die folgenden Versuche wurden zur Kontrolle ausgefiihrt. 


5. 


Versuchsreihe 
0,2 mol. Brenztraubensdure-Natriumpyruvinatlésung. 0,15 mol. Phosphatpuffer. 
I. 
2g Trockenhefe aus Oberhefe H. 50ccm Lésung. 


Nach 2 Stunden Garung wurde die Kohlensaure mit 10proz. Schwefel- 
siure ausgetrieben. H’-Konzentration nach 2 Stunden. Garung gemessen. 


&) Py = 7,8 .:. - - 2-2 6 2 ew ee ee 23,7 00m 
4 b) py = 6,2. fogh Poses SS ee 
Ohne Hefezusatz entstand aus den Lésungen keine Kohlensaure. 


II. 
2g Trockenhefe aus Oberhefe R. 50ccem Lésung. 
2 Stunden Garung. Die Kohlenséiure wie oben mit Schwefelsaure 





ausgetrieben. 
| Pp Pu Koblensaure 
| vor der 3arung| nach der Garung ccm 
Versuch a 7,9 7,9 — 
® b 74 7,7 57,7 
a e 54 7,1 83.5 


Il. 
1 g Trockenhefe aus Oberhefe R, 25 ccm Lésung. 2 Stunden Garung. 
Sonst wie oben. 





Pp PH Kohlensaure 
‘ vor der Girung nach der Girung ccm 
Versuch a 79 7.9 26,3 
“ b 74 7,6 36.4 
c 5,4 7,3 51,7 


” 
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Um zu sehen, wie sich die Geschwindigkeit der Kohlensiure- 
entwicklung von Stunde zu Stunde anderte, wurde folgender Versuch 
unter gleichzeitiger Messung der Wasserstoffionenkenzentration aus- 
gefiihrt : 

Versuchsreihe 6. 
0,25 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlisung 
mit 0,15 mol. Phosphatpuffer. 
1g Hefe. 25cem Lésung. py = 8,2. 


Nach 1, 2 und 3 Stunden wurden in den folgenden drei Girversuchen 
nach beendeter Garung 10 proz. Schwefelséure zugesetzt und die Kohlensaéure 


ausgetrieben. 
Kohlensaure in Kubikzentimetern. 
Nach 1 Stunde Gaérung. ....... . 20,0 
» 2S8tunden ,, te ee Pale: aah te 
a i= Ra a See eee a 
Sen VOR GaP CRU... we wie so « OE 
Pm nach 1 Stunde Garung ....... 8,1 
Pao » 2Stunden _,, o oo ewe + 
Pu » & 7,6 


Das Ergebnis dieses Versuchs ist sehr interessant, denn daraus geht 
hervor, daB die Garungsgeschwindigkeit gleich im Anfang mehrfach so 
groB ist wie spaiter'). Wir werden diese Frage im Zusammenhang mit 
anderen Ergebnissen spéater diskutieren. 


Folgender Versuch mit Trockenhefe aus Unterhefe A bestatigt 
zunachst, daB die Carboxylase die optimale Wirkung bei einer Aciditat. 
entsprechend py = ~ 6, ausiibt. 


D. Trockenhefe aus Unterhefe. 
I. (Abb. 8.) 


0,2 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen 
mit 0,15 mol. Phosphatpuffer. 


14g Hefe aus Unterhefe A. 20ccem Lésung. 





Zeit e Il IV Vv VI 


Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 


Nach 1, Std..........- | 72 | 256) 321| 26,1) 216) 34 
; os 5 eee | 42] 76! 168| 218) 186) O8 
ae ee © Ve Car fie. oe ee 

Bo anda land hoes ne ae, ot 


1) Vgl. hierzu Neuberg u. Reinfurth, Ber. 58. 1047 u. 1051, 1920. 
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Zeit I Il Ill IV Vv VI 


Relative Geschwindigkeit. 


_. &&  Saeeeeee e 22 77 100 79 66 10 
- a’ i leat af tee eee 20 35 75 100 85 l 
et. “ee ere eee 19 23 47 71 100 0 
a ae er. ea ee ee 28 20 36 32 100 0 

Pu 

Aciditat { Unmittelbar nach Hefezusatz . 7.6 6.4 5.7 5.2 44 3.1 
_ der nach 2 Stunden Girung .. . 79 y 7,1 68 6,7 3.3 

Lésungen | Mittelzahl wahrend der Garung 7.7 6.8 6.4 6,0 55 3.2 

#,—,- 
80 + 


& ~~ 
S 
+ 


© 


8 





° 


Relate Garungsgeschwindigheit 
8B 


w} 
. thalbe Stunde 
; 20} } 
° 
i ae oe a me 
7 ¥ 4 7 - 
R, 
Abb. & 


Um die Geschwindigkeit der Garung von Brenztraubensiure und 
von Zucker (Glucose) zu vergleichen, wurde die Giirungsmischung, die 
im vorhergehenden Versuch angewandt wurde, mit 0,5 Glucose ver- 
setzt. Die Garungsgeschwindigkeit ist, wie wir sehen, bei Anwesenheit 
von Zucker wesentlich gréBer. Die Brenztraubensiiure vergirt unter 
diesen Umstiinden zweifellos langsamer als Glucose, eine Tatsache, 
die allerdings nicht als Beweis gegen die Brenztraubenséuretheorie 
der Girung angefiihrt werden kann, da, wie wir annehmen, die 
garungshemmende Wirkung des Acetaldehyds wegen der momentan 
erfolgenden ,,gemischten Dismutation’ bei dem Zuckerabbau nicht 
erfolgen kann. Es steht aber fest, daB Brenztraubensiure unter den 
angefiihrten Bedingungen bei weitem nicht so schnell wie Glucose 
vergoren wird. 
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Il. (Abb. 9.) 


0,2 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen 
pufferldisung und 0,5 g Glucose. 


1144 g Hefe aus Unterhefe A. 
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mit 0,15 mol. Phosphat- 


20 cem Lésung. 

















Zeit I ll Il IV vV VI 
Kohlensaure in Kubikzentimetern. 

Nach 4), Std. 8,9 455 430 33,7 180 3,5 
oo 42 565 672 543 250 05 
Relative Geschwindigkeit. 

Nach +), Std. 20 100 95 74 40 8 
i - 6 84 100 80 38 ] 
Pu 
ne | unmittelbar nach Hetezusatz 7.6 6.4 5.7 5,2 44 3,1 
Aciditat nach 1 Stunde Garung ..-- 79 72 65 63 62 311 
Lésungen | Mittelzahl wihrend der Garung 7.7 68 6.1 58 5.3 3.1 

a 
x 
= al 
> 60 
3 | 
> | 
e .| 
% 
d 
3 60 
X 
aS 
Sw} 
8 
© 20 

0 7 2 3 ¥ 5 6 ? & 

2, 
Abb. 9 
III. 
Die Kohlenséiurebildung wurde durch Austreibung mit 10proz. 
Schwefelséure nach 2 Stunden Garung festgestellt. 25ccm Lésung, 1g 


Trockenhefe aus Unterhefe 8. 


Vergdrung von 0,2 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinat 


mit 0,15 mol. Phosphat. 





Pp Pu Kohlensaure 
vor dor Cuemsg nach der Garung com 
Versuch a 79 8.0 56,5 
“= b 7,7 7.9 72,2 
c 4.8 71 92.8 
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IV. 
Vergdrung von Brenztraubensdure in Anwesenheit von Sulfit. 

Wir haben bereits oben festgestellt, daB die Brenztraubensiiure- 
garung in neutraler und schwach alkalischer Lésung in Anwesenheit 
von Sulfit bei Anwendung von Trockenhefe aus Oberhefe stark ge- 
schwicht oder unterdriickt wird. Die Kohlensiureentwicklung ist 
bei diesen Versuchen schwer ganz exakt festzustellen. In Anlehnung 
an Versuche von Neuberg und Reinfurth haben wir deshalb in diesem 
Zusammenhang die Aldehydbildung festgestellt. Fiir diesen Zweck 
benutzten wir die Methode von Neuberg, um den Aldehyd aus der 
Sulfitverbindung freizulegen und abzudestillieren. Die Bestimmung 
des Aldehyds geschah im iibrigen nach Ripper. Wir fiihren folgende 
beiden Versuche an: 

A. 

0,2 mol. Brenztraubensiure-Na-pyruvinatlésung, enthaltend 0,15 mol. 

Phosphat und 0,2 mol. Na,SO,. Temperatur 30°. 


500 ccm Lésung, 25 g Trockenhefe aus Unterhefe S. 6 Stunden Garung. 





Pp Pp Aldehyd in 
ot er aaah tee 100 ccm Lésung 
Garung Garung 8 
Versuch a 6,1 6,8 0,37 
‘s b 8.4 8.3 0,02 


B. 
Wie der vorhergehende Versuch mit dem Unterscltied, daB die Garung 
hier 26 Stunden dauerte. 





P Pu Aldeh d in 
vor ‘der | mach der 100 ccm Vosung 
Garung Garung 8 
Versuch a 6,1 7,2 0,40 
b 84 7, 0,02 


” 


Es ist also ganz deutlich, daB die Vergirung von Brenztrauben- 
siure im neutralen und alkalischen Gebiet in Anwesenheit von Sulfit 
volistiindig zum Stillstand kommt. Bei schwach saurer Reaktion ist im 
Anfang die Brenztraubensauregirung recht kraftig, aber in dem Mafe, 
wie dadurch die Wasserstoffionenkonzentration abnimmt, hért die Gdrung 
auf, wie aus einem Vergleich zwischen den beiden Versuchen A und B 
hervorgeht. 

Wir fiihren auch einige Versuche an, bei welchen wir nach be- 
kannter Vorschrift aus der Oberhefe R Acetonhefe herstellten und die 
Brenztraubensiuregarung dieser Hefe untersuchten. 

Folgender Versuch bestatigt die friiher erhaltenen Resultate mit 
Trockenhefe. 
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E. Acetonhefe aus Oberhefe R. 
I. (Abb. 10.) 


12] 





0,2 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésungen mit 0,15 mol. Phosphat- 
puffer. 
1%g Hefe. 20ccm Lésung. 
Zeit I nu 6Ohm IV Vv Vi 
Kohlensaéure in Kubikzentimetern. 

a ee se ee 6,0 19.7 | 27.7 | 206 3.4 3.5 
i a He es See 17 103 120 13,1 05 05 
a TR gee. 14 50, 61 98 0 0 
<P we 03 20 15 73 0 0 

Relative Geschwindigkeit. 

Pe ell « 4h «x Ds 22 71 100 74 12 12 
” a ee 13 79 91 100 4 4 
Sear are ee) Oe 62 100 0 0 
s 3 a Me ks @ RR -«. aes 4 27 21 38100 0 0 

Pu 

Aciditat | unmittelbar nach Hefezusatz 74 | 64 6.0 5. 29 2.5 
der nach 2 Stunden Garung. . . . 74 7,2 7.0 68 33 2.5 

Losungen | Mittelzahl wahrend der Garung 7.4 68 65 6,0 3.1 25 
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80 | 
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¢halbe Stunde 


a me s SS Re 


Relative Garungsgeschwindigkeit 
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Abb. 10. 


_ a 








122 E. Hagglund u. A. M. Augustsson: 


Wir untersuchten auch die Brenztraubensiuregirung mit Aceton- 
hefe in Anwesenheit von Sulfit bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration des Substrats. Das Resultat ist, wie aus folgende: 
Tabelle hervorgeht, dasselbe wie bei unseren obenerwahnten Versuchen 
In neutraler bzw. schwach alkalischer Reaktion ist keine Kchlensiure. 
entwickhing bemerkbar. 

Il. 
0,15 mol. Brenztraubensdure-Na-pyruvinatlésung mit 0,15 mol. Phosphatpufter 
und 0,15 mol. Na, SOx. 
lg Hefe. 20ccm Lésung. 


Kohlenséure in Kubikzentimetern. 





Zeit I I Il IV Vv H,O 
Nach 1 Std.. 0 0 2.8 115 21,2 0 
a m he! 0 0 05 3.8 5.2 0 
= 4 * ree ee 0 0 05 2,2 2,4 0 
“lek ee > eae + ae eho ee 44 7,9 9.8 17,6 184 180 
Pu 
Aciditat ( unmittelbar nach Hefezusatz . 8.0 7,2 6.0 4.9 40 — 
Lésunven | nach der Girung. ...... 58 56 56 57 658)|| 6.2 


Bei einer Gardauer von 16 Stunden ist die Selbstgirung so er- 
heblich, daB die Werte unbrauchbar werden. Ein Vergleich ist aber 
in den ersten 3 Stunden erlaubt, weil waihrend dieser Zeit keine Selbst- 
girung eintritt. 

F. Hefeextrakt aus Unterhefe 8S. 

Die hier mitgeteilten Ergebnisse bilden den Anfang einer umfang- 
reicheren Untersuchung tiber die Géirungsgeschwindigkeit bei An- 
wendung von Hefeextrakt. Die Resultate dieser Untersuchung werden 
wir in einer folgenden Mitteilung bekanntmachen. Hier werden zwei Ver- 
suchsreihen iiber die Vergarung von Brenztraubensaure in mit Phosphat 
gepufferten Lésungen angefiihrt. 

Den Hefeextrakt bereiteten wir nach der Vorschrift von Lebedew') 
aus unserer Unterhefe 8. 

Versuchsreihe l. 

25 ccm einer Lésung von 0,2 mol. Brenztraubenséure-Natriumpyruvinat 
mit 0,15 mol. Phosphat, 20 cem Hefeextrakt, 0,2 ccm Toluol. Garungszeit 
2 Stunden. Temperatur 30,0°. 





D Kohlensaure mit 
r.. © = H, SO, ausgetrieben 
Garung Garung ccm 
Versuch a 6,6 7,2 40,7 
* b 63 7,1 44.0 
e e 53 65 75,1 


1) Literatur bei Euler-Lindner, Chemie der Hefe usw., 8. 88. Leipzig 1915, 
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Versuchsreihe 2. 


Die Garmischung hatte dieselbe Zusammensetzung wie in der 
vorhergehenden Versuchsreihe. Die Lésungen waren in zwei Fallen 
gleich im Anfang der Girung alkalisch. In dem Falle konnte auch 
keine Kohlensiureentwicklung nachgewiesen werden. Zeit der Girung 
2 Stunden, Temperatur 30,0°. 





Koblensaure mit 


a. = neck der H, SO, ausgetrieben 
Garung Garung com 
Versuch a 7,6 7,6 0 
= b 74 74 0 
a c 6.5 7,0 8,7 


Versuchsreihe 3. 


Die Garmischung wie in der Versuchsreihe 1, die Aciditaten aber etwas 
anders gewahit. Géarungszeit 3 Stunden. Temperatur 30,0°. 





T 


Kohlensaure mit 


uj 
mm =. Se Hy SO, ausgetrieben ° 
Garung Garung com 
Versuch a 7,6 7,4 3.8 
= b 6.7 7,0 6.2 
c 5.5 68 60.7 


Aus diesen Versuchsreihen ergibt sich deutlich, daB die Brenz- 
traubensduregdrung bei neutraler und schwach alkalischer Reaktlion 
praktisch vollkommen zum Stillstand gebracht wird. Die Carborylase 
wird offenbar in ihrer Wirkung bei neutraler bzw. schwach alkalischer 


Reaktion inaktiviert. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


DaB, wie wir festgestellt haben, lebende Hefe, insbesondere Ober- 
hefe, Brenztraubensaiure nur bei sehr hoher Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Garungssubstrats vergirt, beruht offenbar darauf, daB die 
betreffende Saure relativ langsam in die Zellen eindringt. Die Zellen- 
winde der Unterhefe sind, wie es scheint, leichter zu durchdringen. 
Durch das Trocknen der Hefe werden die Permeabilitatsverhiltnisse 
geindert. Die giinstigste Wasserstoffionenkonzentration fiir die Wirkung 
der Carboxylase ist hier dieselbe wie die Optimumkonzentration der 
Wasserstoffionen bei der Zuckervergirung. Auch in neutraler und 
alkalischer Lisung wird Brenztraubensiure von Trockenhefe, wenn 
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auch mit wesentlich geringerer Geschwindigkeit als bei dem Optimum-p,, 
zerlegt. 


Bei der Vergiirung von Brenztraubensiure in Pufferlésungen mit 
Hefeextrakt nach Lebedew zeigte sich auffallenderweise, daB die Garung 
im alkalischen Gebiet vom Neutralpunkt ab praktisch aufhért, waihrend 
bei py = 6 die Garung sehr stark ist. Daraus geht zunachst hervor, 
daB die Wirkung der Trockenhefe eine andere ist, als freigelegte 
,»Zymase. Wir nehmen einstweilen an, dab die Wasserstoffionen- 
konzentration im Innern der Zellen eine andere, und zwar gréBere als 
in der umgebenden Lésung ist. 


Es steht auf alle Fille fest, daB die Carboxylase bei py = 6 eine 
scharf ausgeprigte Optimumwirkung zeigt. Wenn man sich von diesem 
Punkt dem alkalischen Gebiet nihert, fallt die p,-Aktivitaétskurve fiir 
Carboxylase sehr steil. 


Merkwiirdig ist, daB die Brenztraubensiuresulfitverbindung bei 
Pu > 7 nicht zerlegt wird. Wir kénnen nicht umhin, hervorzuheben, 
daB diese Sache sowie unsere sonstigen Ergebnisse iiber die Zucker- 
und Brenztraubensaiuregirung schwer mit der herrschenden Ansicht 
iiber den Mechanismus des Zuckerzerfalls bei der Girung in Einklang 
zu bringen ist. Wir wollen aber in diesem Stadium der Untersuchungen 
keine endgiiltigen Behauptungen aufstellen. Auf diese Frage werden 
wir aber gelegentlich zuriickkommen. Wir méchten aber hervor- 
heben, daB die Vergairbarkeit der Brenztraubensiure eventuell davon 
abhangig ist — ob die Séure in Keto- oder Enol-Form vorliegt. 
Henri und Fromageot') haben auch kiirzlich nachgewiesen, daB das 
Verhaltnis zwischen den beiden Formen von der Wasserstoffionen- 
konzentration stark abhangig ist. 


Wir haben ferner gesehen, daB die Garung der Brenztraubensaure 
gleich im ersten Moment wesentlich schneller verlauft als kurz darauf. 
Offenbar ist der gebildete Acetaldehyd fiir die Carboxylasewirkung 
schadlich. Die Geschwindigkeit der Zuckervergirung aber ist, wie wir 
nachgewiesen haben, wenigstens fiir den gréBten Teil des Verlaufs, 
konstant. Daf Acetaldehyd eine zentrale Stellung in dem enzymatischen 
Zuckerabbau einnimmt, bezweifeln wir keineswegs. Bei der Garung 
von Zucker, auch im alkalischen Gebiet, hauft sich bekanntlich kein 
Aldehyd in wesentlichen Mengen an. Das 1a4Bt sich nach der Theorie 
von Neuberg einleuchtend erkliren, wenn man annimmt, daB die 
Aldehydmutase auf eine ,gemischte Dismutation“ eingestellt ist, 
eine Reaktion, die mit groBer Geschwindigkeit verlauft. 


1) Bull. Soc. Chim. (4) 88, 845 (1925). 
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Brenztraubensaure wird nicht so schnell wie Zucker vergoren, 
auch bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration nicht. Sofern 
Brenztraubenséure wirklich ein Zwischenprodukt der Géarung ist, 
liegt es nahe, zu folgern, daB bei der Zuckervergarung eine Anreicherung 
von Brenztraubensiure eintreten miiBte. Das ist aber bis jetzt nicht 
beobachtet worden. Daraus zu schlieBen, daB Brenztraubensiiure 
als Zwischenprodukt der Garung nicht auftritt, wire verfriiht. Dab 
die Brenztraubensaure so langsam vergoren wird, kann auf die Bildung 
des giftigen Acetaldehyds, wie wir bereits hervorgehoben haben, zuriick- 
gefiihrt werden. 


Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 








Hitzeverinderungen des Albumins'). 


Von 
Mona Spiegel-Adolf. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1926.) 


Von den mannigfachen Problemen chemischer und physikalisch- 
chemischer Natur, welche die Erscheinung der Hitzeverinderung der 
Proteine der Untersuchung bietet, sollen hier nur, wie in einer friiheren 
Mitteilung?), zwei Fragekomplexe Beriicksichtigung finden: Die 
physikalisch-chemischen Verinderungen, welche das EiweiSmolekiil 
unter dem Einflu8 der erhéhten Temperatur erfahrt und die Wirksam- 
keit, die Sauren-, Laugen- und Salzzusitze auf diesen Vorgang ausiiben. 

Die Art der Verinderung, welche Proteine unter der Einwirkung 
von hohen Temperaturen erleiden, war sowohl] Gegenstand theoretischer 
Betrachtungen als auch experimenteller Forschung. Doch haben die 
meisten der mit diesem Gegenstand sich beschaftigenden Autoren von 
den zahlreichen Erklirungsméglichkeiten abgesehen und das Problem 
der Hitzeverainderung in die Entscheidung der Alternativfrage verlegt, 
ob das Wesentliche des Prozesses in einem RingschluB mit Kondensation 
oder in einer Hydrolyse besteht. 

So haben Hofmeister, Pauli und Robertson*) die Meinung vertreten, 
da8B die Hitzedenaturierung, als deren wichtigstes Kriterium die ver- 
minderte Léslichkeit der erhaltenen Produkte anzusprechen ist, auf einem 
Ringschlu8B der endstandigen Gruppen beruhe, wahrend andere Autoren 


der gegenteiligen Ansicht zuneigen, die Hitzeverinderung bedinge eine 
Hydrolyse innerer Bindungen des EiweiSmolekiils. Wahrend nun Chick 


1) Vorlaufig mitgeteilt auf der IV. Hauptversammlung der Kolloid- 
Gesellschaft in Niirnberg, 5. bis 7. September 1925. Kolloid-Zeitschr. 38, 


127, 1926. 
2) Mona Adolf, Kolloidchem. Beih. 20, 288, 1924; Kolloid-Zeitschr. 


35, 342, 1924. 
3) 7. B. Robertson, Die physikalische Chemie der Proteine. Dresden, 


Steinkopff, 1912. 
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und Martin') eine hydrolytische Spaltung des EiweiBes bei der Einwirkung 
von heiBem Wasser mit Hilfe der Sérensenschen Formoltitration der Carb- 
oxylgruppen nicht nachweisen konnten, schlieBt Lepeschkin*) aus der 
Beschleunigung, die die Hitzedenaturierung am Eialbumin durch Sdaure- 
zusatz, der zur Bildung von Acidalbumin nicht hinreicht, erfahrt, daB die 
Denaturierung eine Hydrolyse sei. Verfasserin*) hat nun in einer physi- 
kalisch-chemischen Untersuchung am Globulin wahrscheinlich gemacht, 
da8 Hitzeverinderung nur méglich sei, wenn die endstandigen Amino- 
und Carboxylgruppen nicht mit Saéure oder Lauge verbunden sind, und 
auf die Ubereinstimmung dieses Verhaltens mit der Annahme der Hitze- 
veranderung, als wesentlich durch einen Ringschlu®B der endstandigen 
Gruppen bedingt, verwiesen. Ferner hat Sdrensen*) den Nachweis erbracht, 
daB die Hitzedenaturierung des Eialbumins ohne Stickstoffverlust, wohl 
aber mit Wasserabgabe verbunden sei. SchlieBlich fassen Hsien und 
D. Y. Wu5) die Hitzeveriinderung als gleichen Vorgang auf wie die De- 
naturierung unter schwachem Séure- und LaugeneinfluB, beide auf Hydro- 
lyse beruhend. 


Die vorliegende Untersuchung bediente sich zur Feststellung der 
durch Hitzeeinwirkung am Albumin hervorgebrachten Veranderungen 
der gleichen, bereits am Globulin verwendeten Methodik. Es wurde 
also zunichst auf eine direkte Analyse des Denaturierungsvorganges 
verzichtet und versucht, durch physikalisch-chemische Untersuchung 
des hitzedenaturierten Albumins und Vergleich der so gewonnenen 
Daten mit den am genuinen Albumin anderweitig festgestellten Tat- 
sachen indirekt die durch Temperatureinwirkung hervorgebrachten 
Verainderungen zu beleuchten ®). 

Uber den EinfluB, den Siure-, Laugen- oder Neutralsalzgegenwart 
auf das Zustandekommen von Hitzeverinderungen des Albumins 
ausiiben, gelten im allgemeinen die Ansichten, daB der Vorgang der 
Hitzeverinderung sich aus einer unter allen Umstinden stattfindenden 
Denaturierung und einer fakultativ erfolgenden, vom Milieu abhingigen 
Koagulation zusammensetzt, so da die betreffenden Zusiitze wohl 
imstande seien, ein Zusammentreten, i.e. Koagulieren, der durch die 
Temperaturerhéhung denaturierten EiweiBteilchen zu _ verhindern, 
nicht aber den ProzeB der Denaturierung aufzuhalten. Die eingangs 
erwihnten Untersuchungen konnten diese Ergebnisse am Globulin 
nicht wiederfinden ; ein direkter Vergleich der eigenen und der Angaben 


1) H. Chick und C.J. Martin, Kolloidchem. Beih. 5, 49, 1913; Journ. 
of Physiol. 40, 404, 1910; 48, 1, 1911; 45, 61 und 261, 1912. 

2) W. Lepeschkin, Kolloid-Zeitschr. 31, 342, 1922; 32, 42, 44 und 106, 
1923. 

%) lie. 

*) M. und S. P. L. Sérensen, C. r. d. trav. d. Lab. Carlsberg 15, 1, 1925. 

5) Hsien und D. Y. Wu, Journ. of biol. Chem. 64, 369, 1925. 

®) Die vorliegende Untersuchung wurde auf Anregung von Herrn 
Prof. Wo. Pauwli ausgefiihrt. 








128 M. Spiegel-Adolf : 


der Literatur war aus dem Grunde nicht méglich, weil die letzteren 
ausschlieBlich an wasserléslichem EiweiBmaterial, Ser-, Ovalbumin 
Himoglobin usw. gewonnen worden waren. Um nun vergleichbar 
Daten zu erhalten, wurden die hier mitgeteilten Versuche an Ser- und 
Ovalbumin ausgefiihrt. SchlieBlich wurden, um ein méglichst reich- 
haltiges Untersuchungsmaterial zu gewinnen, die Versuche noch auf 
einen weiteren physikalisch-chemisch genau analysierten Eiweil} 
kérper, das Casein, ausgedehnt. 

Entsprechend der angegebenen Beschrinkung der hier zu_be- 
handelnden Fragestellung wurde neben der bereits erwihnten physi- 
kalisch-chemischen Methodik zur feineren Identifizierung der zu unter- 
suchenden EiweiBprodukte auch Methoden der Immunbiologie heran- 
gezogen. 


Bei der Herstellung des Untersuchungsmaterials an hitzegefalltem 
Albumin mubBten einige wesentliche Punkte beriicksichtigt werden. 
Die Versuchsanordnung sollte zunachst méglichst vollstandige Hitze- 
fallung bewirken, damit die Notwendigkeit vermieden wird, auf eine 
eventuelle Hitzefraktionierung des Albumins [vgl. Halliburton')] niher 
einzugehen, und das genuine und das hitzeverinderte Produkt als 
vergleichbare Einheiten gegeniibergestellt werden kénnen. Da nun 
das Eintreten der Hitzefallung bekanntlich weitgehend von der Gegen- 
wart von Elektrolyten abhingig erscheint und die letzteren nach 
eigenen Erfahrungen auch die Zusammensetzung des auftretenden 
Koaguiums beeinflussen, so erschien die Cohnheimsche*) Forderung 
zur Herbeifiihrung der Koagulation in léslichen Proteinen, dieselben 
nur in nach griindlicher Dialyse salz- und alkalifrei gemachtem Zustande 
zu erhitzen, als durchaus berechtigt. Obwohl nun das Serumalbumin 
als in elektrolytfreier Lésung hitzefallbar bezeichnet wird, existiert 
dennoch eine ganze Anzahl von Angaben in der Literatur, welche die 
Hitzekoagulationsfahigkeit von vollkommen reinen Albuminlésungen 
in Abrede stellen und die in den letzten Jahren besonders von Lepesch- 
kin*) vertreten worden sind. SchlieBlich muBten auch die diesbeziig- 
lichen Daten iiber die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration 
fiir die Koagulation des Albumins beriicksichtigt werden. 

Nachdem bei der Herstellung von reinen Albuminlésungen in 


jedem Falle Dialyse, sei es nun zur Salzentziehung des urspriinglichen 
Mediums oder zur Beseitigung von zur Fillung dienenden Salzmengen 


1) W.D. Halliburton, Journ. of Physiol. 5, 155; 8, 133, 1887. 
2) O. Cohnheim, Chemie der EiweiBkérper. Braunschweig 1911. 
3) le. 
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verwendet wird, so ersch'enen die Angaben von Schmidt") und seinen 
Schiilern Aronstein®), Heynsius*), W. Kieseritzky*) und Al. Rosenberg'), 
wonach dialysiertes Albumin beim Erhitzen nicht mehr koaguliere, 
gleichbedeutend mit der Aussage, daB miéglichst salzfreie Lésungen 
von Seralbumin beim Kochen nicht gerinnen. Diese letztere Aussage 
findet sich z. B. im Lehrbuch von O. Hammarsten (1922). 


Nun hat Pauwli*) gezeigt, daB gut dialysiertes Serum zwischen 
50 bis 60°C koaguliere, und ebenso durch Halbsiittigung mit Ammon. 
sulfat vom G'obulin befreites. 


Die obigen Angaben’) seien nur darauf zuriickzufiihren, da®B infolge 
verschieden raschen Abwanderns von Anionen und Kationen es zu einem 
bestimmten Zeitpunkte im Verlauf einer jeden Dialyse von salzhaltigem 
Eiwei8 zu einer alkalischen Reaktion kommt, bei welcher die Proteine nicht 
hitzékoagulabel sind. Nach weiterer Fortfiihrung des Prozesses werden die 
Proteine wieder beim Erhitzen fallbar. Die Befunde der obigen Autoren 
und analoge von Michaelis und Mostynski*), die Koagulation erst nahe 
beim Siedepunkt feststellen konnten, werden durch friihzeitiges Abbrechen 
der Dialyse bei alkalischer Reaktion erklart. Wahrend nun Sdrensen und 
Jiirgensen®) diese Erklarung Paulis akzeptieren, glaubt Lepeschkin™®) auf 
Grund eigener Versuche zu anderen Ergebnissen zu kommen. Dieser Autor, 
welcher angibt, daB die Hitzekoagulation der Albuminlésungen, die durch 
Dialyse von Salzen befreit sind, nicht gelingt, konnte zwar die Resultate 
von Pauli und Wagner reproduzieren. Er versucht jedoch, ihnen eine 
andere Deutung zu geben. Zuniachst zieht dieser Autor die Berechtigung 
in Frage, Serum, dessen Leitfahigkeit derjenigen des destillierten Wassers 
entspricht, als praktisch salzfrei anzusprechen, da doch Salz an das Protein 
adsorbiert sein kénne. Dabei iibersieht Lepeschkin vollstandig, da®B in 
salzhaltigen EiweiBlésungen ein Gleichgewicht zwischen gebundenem und 
nicht gebundenem Salze besteht, und daB bei fortdauernder Wegschaffung 
der letzteren durch Dialyse auch die Menge der gebundenen Salze stetig 
abnimmt. Nachdem also Lepeschkin die Paulischeg Sera trotz ihrer ge 
ringen Leitfihigkeit als salzhaltig anspricht und diesen hypothetischen 
Salzgehalt als Ursache der Koagulationsfahigkeit derselben angibt, muB er 
auBerdem, um die Wirksamkeit so kleiner Salzmengen zu erklaren, zu der 
Annahme einer durch nichts bewiesenen, angeblich durch die zu lange 
dauernde Dialyse bewirkten Modifikation der Paulischen Proteine greifen. 
Diese Hypothese schien einer Nachpriifung bediirftig zu sein. 


1) Al. Schmidt, Pfliigers Arch. 8, 75, 1874. 

*) B. Aronstein, ebendaselbst 8, 75, 1874. 

3, E. Heynsius, ebendaselbst 9, 514, 1874. 

4) W. Kieseritzky, Die Gerinnung usw. Dissertation Dorpat 1882. 

5) Al. Rosenberg, Vergl. Unters. betr. d. Alkalialbuminat usw. Disser- 
tation Dorpat 1883. 

*) Wo. Pauli, Beitr. z. chem. Physiol. 10, 53, 1907. 

7) Vgl. Wo. Pauli und R. Wagner, diese Zeitschr. 27, 296, 1910. 

8) L. Michaelis und B. Mostynski, ebendaselbst 24, 79, 1910. 

*) S. P. L. Sérensen und E. Jiirgensen, diese Zeitschr. 31, 397, 1911. 

9) lic. 
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Fiir die vollstandige Globulinbefreiung und Salzentziehung de- 
zur Gewinnung von Albumin verwendeten Pferdeserums und Eierklar- 
wurde in der vorliegenden Untersuchung friiheren Erfahrungen ent- 
sprechend die anfingliche Dialyse im Faltendialysator mit der Elektro- 
dialyse kombiniert. Es gelingt auf diese Weise, die von manchen 
Autoren als mégliche Fehlerquelle beanstandete lange Dauer der 
Dialyse betrachtlich zu verringern. Die verwendete Methodik und 
die Eigenschaften der durch dieselben gewonnenen léslichen Proteine 
sind in einer friiheren Arbeit!) beschrieben worden. Leitfihigkeit, 
H-Aktivitat und Hitzekoagulationspunkt solcher Albuminlésungen 
sind in Tabelle I enthalten. 

Trotzdem nach dem oben Vorgebrachten die gemessene geringe 
Leitfahigkeit im Sinne einer weitgehenden Salzfreiheit der Albumine 
aufzufassen ist, wurde dennoch der Aschengehalt des Serumalbumins 
bestimmt. In gleicher Weise wie Lepeschkin seinen entsprechenden 
Versuch ausfiihrte und wie schon friiher der Aschengehalt des Globulins 
festgestellt worden war, wurde das bei 100°C getrocknete Albumin 
ohne jeglichen Zusatz verascht und schwach gegliiht. Der dabei er- 
mittelte Riickstand betrug nur etwa 0,04 Proz. der Ausgangssubstanz, 
wahrend das Albumin von Lepeschkin einen Aschengehalt von 3 Proz. 
aufwies. Das auf die geschilderte Weise dargestellte Albumin diirfte 
dem Ideal des salzfreien EiweiBes bereits recht nahe kommen. Die 
Berechtigung der Leitfaihigkeitsbestimmung zum Nachweis der Salz- 
freiheit von EiweiBlisungen erfahrt damit eine experimentelle Be- 
statigung. Es diirfte somit durch die vorliegende Aschenbestimmung 
die Grundlage der Lepeschkinschen Annahme einer bei langdauernder 
Dialyse stattfindenden Modifikation des EiweifBes hinfallig geworden 
sein. Dem entspricht es auch, daB bei strikter Befolgung der von 
Pauli*) gegebenen Richtlinien fiir eine einwandfreie Elektrolyse ein 
Albumin dargestellt werden konnte, dessen Identitaét mit dem _ ur- 
spriinglich im Serum vorhandenen, wie weiter unten berichtet werden 
wird, durch immunbiologische Methodik wahrscheinlich gemacht 
werden konnte. Die vorliegenden Befunde sind danach, insofern die 
iibrigen Versuchsbedingungen iibereinstimmen, mit den Daten der 
Literatur tiber auf andere Weise dargestellte Albuminlésungen, deren 
Artspezifitit erhalten blieb, vergleichbar. 

Die meisten Hitzekoagulationsversuche sind jedoch, wie z. B. die 
eingehenden Experimente von Chick und Martin, an ammonsulfat- 
haltigem Material gemacht worden, auBerdem enthielt das Eialbumin 
nach den Angaben dieser Autoren freie Siure, so daB ganz betrachtliche 


') M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 


2) Wo. Pauli, ebendaselbst 127, 150, 1922. 
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ues * Mengen von Alkali nétig waren, um die H-Konzentration des destillierten 
* Wassers zu erreichen. Auch Lepeschkin arbeitete in Ammonsulfat- 
all gegenwart, wihrend Sdrensen') in seiner letzten Mitteilung bei der 
wal Beschreibung eines Saureflockungsversuchs die Notwendigkeit betont, 
7 da®B die zu untersuchende Eialbuminlésung so weitgehend als méglich 
ler von Salzen befreit sei. Die Versuchsresultate, die nicht nach diesem 
“a Prinzip gewonnen sind, waren mit den vorliegenden nur nach durch- 
= gefiihrtem Beweis vergleichbar, daB die anwesenden Elektrolyte weder 
. die Eigenschaften des entstehenden Koagulats beeinflussen, noch in 
- dasselbe chemisch gebunden eingehen. Dariiber vergleiche die eingangs 

erwahnten friiheren Mitteilungen. 
Be Endlich mu noch die Reaktion der hier verwendeten Protein- 
= lésungen besprochen werden, nachdem von Michaelis, Rona*), 
- Mostynski*) und H. Davidsohn*) die Bedeutung der Wasserstoffionen- 
en konzentration der zu koagulierenden Proteine betont worden war. 
= Die meisten dieser Autoren geben iibereinstimmend an, daB Protein 
m volistandig nur bei saurer Reaktion koaguliere. Diese Angabe wurde von 
T- Michaelis und seinen Mitarbeitern dahin prizisiert, daB in nicht elektrolyt- 
iz. freiem Zustande hitzedenaturiertes Albumin nur bei nachheriger Pufferung 
. auf isoelektrische Reaktion koaguliere. Nachdem Pauli und Wagner in 

den oben wiedergegebenen Ausfiihrungen die Befunde von Michaelis und : 
va Mostynski im wesentlichen als durch Verwendung alkalisch reagierender 
he EiweiBlésungen erkléren, haben Sdérensen und Jiirgensen die Frage der 
Z- Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die Kpagulation von 
p. Eialbumin eingehend studiert. Sie deuten die auch von ihnen und spiter 
@ von Chick und Martin festgestellte Erscheinung, daB relativ groBe Salzsaure- 

mengen zur Herbeifiihrung. der Hitzefallung von Eialbumin erforderlich 
rT sind, in Ubereinstimmung mit Pauli und Wagner, als notwendige Neutrali- 
n sation der im Albumin enthaltenen alkalischen Salze. Die saure Reaktion 
n der Eiwei®Blésungen, die am giinstigsten fiir die Koagulation einer reinen 
n Lésung erscheine, riihre hauptsachlich von der sauren Reaktion der EiweiB- 

lésungen selbst her. Die ebenso von Chick und Martin bestatigte Abnahme 
F der Wasserstoffionenkonzentration bei der Koagulation wird durch die 
n von der letzteren bewirkte Verminderung des léslichen Proteins erklirt. 
P Nachdem nun in einer Untersuchung mit Wo. Pauli) gezeigt 
° werden konnte, daB elektrodialytisch gereinigtes Ei- und Seralbumin 
d tatsichlich eine geringe Wasserstoffionenkonzentration aufweist, so 
. wurde solches EiweiB ohne jeglichen Zusatz der Hitzeeinwirkung 

unterworfen. 
® Als Temperatur wurde, da ja nicht der Vorgang der Hitzedena- 
turierung untersucht, sondern méglichst vollstandige Fallung des 
H 
e 1) lie. 

2) L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 27, 38, 1910. 
3) le. 


4) L. Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 30, 142, 1910 
5) M. Adolf und Wo. Pauli, ebendaselbst 152, 360, 1924. 
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Albumins angestrebt wurde, wegen ihrer physikalischen und biologischey, 
Bedeutsamkeit und leichter Reproduzierbarkeit diejenige des siedende: 
Wassers gewahlt, wie es schon unter anderen Sérensen und Jiirgense» 
getan haben. Entsprechend den Angaben dieser Autoren, die durc}, 
fortlaufende Stickstoffbestimmungen im  Koagulationsfiltrat dic 
optimale Dauer des Erhitzens feststellen konnten, bei welcher das 
ganze EiweiB gefillt wird, ohne daB es noch zu einem Abbau des Proteins 
durch die Einwirkung des siedenden Wassers kommt, wurde die Dauer 
der Einwirkung der Siedetemperatur in allen Fallen auf 15 Minuten 
festgesetzt. Nach den Untersuchungen von Sdérensen und Jiirgensen 
geniigt diese Zeit nicht, um Eialbumin vollstandig zur Gerinnung, 
d.h. auf Stickstoffkonstanz, zu bringen. Jedoch haben eben diese 
Forscher gezeigt, daB dem ProzeB der Hitzegerinnung beim Eialbumin 
sekundiire Prozesse hydrolytischer Natur parallel laufen. Es wurde 
daher auch beim Eialbumin keine lingere Siededauer verwendet. 
Auf diese Weise wird auch der von Michaelis und Rona) angegebenen 
Erscheinung (s. weiter unten), nach welcher je nach der Erhitzungs- 
dauer eine primire reversible und sekundire irreversible Denaturierung 
zu unterscheiden ist, Rechnung getragen, da erstere bei der hier ver- 
wendeten Kochdauer restlos in die zweite iibergehen miiBte. Um die 
Entstehung allzu kompakter Koagula zu vermeiden und eine gleich- 
maBige Einwirkung der Temperatur auf das gesamte Protein zu gewiihr- 
leisten, wurden P.S8.-Albuminlésungen von relativ geringer Kon- 
zentration, i.e. 0,4 Proz., verwendet. Und da nach Angaben von 
Lepeschkin Eialbumin in verdiinnteren Lésungen nicht mehr koaguliert, 
so wurde der Hitzegerinnungsversuch gleich in 2,4, 1,2, 0,6, 0,3 und 
0,15 Proz. Eialbuminlésuagen durchgefiihrt. Wiahrend der ganzen 
‘Versuchsdauer wurde die Filiissigkeit stark geriihrt. SH, -Ent- 
wicklung konnte in keinem Falle wahrend des Erhitzens nach- 
gewiesen werden. 

Die entstehende dichte Triibung bildet in allen Fallen teilweise 
makroskopisch wahrnehmbare Niederschlage; die nach der Abkiihlung 
erhaltenen Filtrate waren in allen Fillen mit Ausnahme der ver- 
diinntesten Eialbuminlésung, die schwache Opaleszenz zeigte, wasser- 
klar und lieBen keine Triibung auf Sulfosalicylsiurezusatz, noch bei 
weiterem Erhitzen erkennen. Die Biuretreaktion war jedoch nur im 
Filtrat des gekochten Seralbumins negativ. Dies schlieBt natiirlich 
nicht aus, daB bei Verfeinerung der Methode die Anstellung der oben 
erwihnten Reaktionen im weitgehend eingedampften Filtrat oder 
bei Verwendung von immunspezifischen Reaktionen, z. B. der Prii- 
zipitinmethode, sich in vorliegendem Falle ebenso wie bei den ent- 


') L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 29, 294, 1910. 
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sprechenden Versuchen Zinssers!) noch Spuren unkoagulierten EiweiBes 
nach dem Erhitzen nachweisen lassen. Fiir unseren Zweck konnte der 
erreichte Grad der Koagulation des Serumalbumins als vollstandig 
aufgefaBt werden. Hingegen wies das wasserklare Filtrat der hitze- 
gefaillten Eialbuminlésung noch deutliche Biuretreaktion auf. Dieser 
Befund ist in Ubereinstimmung mit den eben erwihnten von Sérensen 
und Jiirgensen, die namhafte Differenzen bei.der Hitzegerinnung von 
Ser- und Ovalbumin konstatieren konnten, die sie jedoch nur auf 
Unterschiede der Geschwindigkeit beziehen, mit welchen die Hitze- 
veranderungen im EiweiBmolekiil erfolgen. 





Tabelle I. 
Kunkorr. | On Aschengehal 
04proz. Pferde- { vor d, Erhitzen 5,46 . 10-6 _. oo 0,04 
serumalbumin | nachd. , 7.33. 10-6 271110"? 
Eiciboein | cetues ae yorngaa | ‘08: 10-* 
; | 3,57 . 10-6 


In den nach der Hitzegerinnung der Proteine gewonnenen Filtraten 
wurde ferner die Leitfihigkeit und die Cy bestimmt (vgl. Tabelle I). 
Durch Vergleich dieser Daten mit denjenigen der genuinen Albumin- 
lésungen lassen sich folgende Tatsachen feststellen : 

Die Leitfaihigkeit des Filtrats erscheint in beiden Fallen gegeniiber 
derjenigen der genuinen EiweiSlisungen erhéht, wihrend, falls die 
Leitfihigkeit der urspriinglichen Lésung allein durch das Protein 
bedingt wiire und dasselbe bei der Koagulation, ohne weitere Ver- 
anderungen zu erleiden, ganz oder teilweise ausfallen wiirde, das ent- 
gegengesetzte Verhalten zu erwarten wire. Es besteht jedoch ein 
quantitativer Unterschied zwischen der Leitfihigkeitszunahme der 
hitzegefallten Ser- und der entsprechenden Eialbuminlésung. 

Ohne MutmaBungen iiber den Ursprung der Leitfahigkeitszunahmen 
anstellen zu wollen, kann jedoch festgestellt werden, daB, falls diese 
im Sinne von Lepeschkin auf ein Freiwerden von urspriinglich adsor- 
bierten Salzmengen zu beziehen sind, die Menge der letzteren beim 
Seralbumin 2.10-° nicht iibersteigen kann. Hingegen wiirde die 
gréBere Leitfaihigkeitszunahme beim Eialbumin mit der vorhandenen 
Biuretreaktion im Filtrat und den von Sérensen und Jiirgensen an- 
genommenen sekundiren hydrolytischen Veranderungen der erhitzten 
Lésungen zu vereinbaren sein. In gleichem Sinne scheinen auch die 
Ergebnisse der Cy,-Messungen zu sprechen. 


- 
‘ 


» 1924. 


1) H. Zinsser, Journ. of Immunology 9, 22 
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In Ubereinstimmung mit den oben angefiihrten Ansichten von 
Sérensen iiber den Ursprung der fiir die Hitzegerinnung optimalen C,, 
und den eigenen bereits erwihnten Befunden am Serumalbumin ver- 
schwinden die in Lésungen des letzteren nachweisbaren H-Ionen bei 
der Hitzegerinnung nahezu vollstindig. Beim Eialbumin ist die C,, 
zwar vermindert, jedoch sind noch immer freie H-lonen in merkbare: 
Menge vorhanden. Diese letzteren Messungen stehen auch quantitatiy 
in guter Ubereinstimmung mit den entsprechenden Sdérensenschen 
Werten. 

Da somit an eine Verunreinigung des Niederschlages durch lésliche 
Beimengungen gedacht werden muBte, so wurde der Niederschlag aut 
dem Filter mit destilliertem Wasser gewaschen, bis letzteres keinen Leit- 
fahigkeitsanstieg mehr aufwies, in warmer Luft auf paraffinierten, flachen 
Glasschalen getrocknet und in der Reibschale pulverisiert. Um etwaige, 
bei diesem Vorgang auftretende Veranderungen des Proteins eliminieren zu 
kénnen, wurden die entsprechenden Versuche stets auch an nicht ge- 
trocknetem Material ausgefiihrt. 

Es konnten keinerlei Verschiedenheiten im Verhalten solcher 
Proteine festgestellt werden. Da nun die weiteren Untersuchungen 
der hitzegefallten Proteine weitgehende Differenzen derselben ergaben, 
so werden im folgenden die an den verschiedenen Proteinen gewonnenen 
Ergebnisse zunachst getrennt besprochen werden. 


4g eines solechen Pulvers von hitzedenaturiertem Albumin in 100 cem 
Aqua dest. 10 Stunden hindurch geschiittelt, erhéhen die Leitfahigkeit des 
letzteren von 3. 10-6 auf 2. 10-5. Dabei zeigt die klare, filtrierte Fliissigkeit 
mit Sulfosalicylsiure und beim Erhitzen deutlich sichtbare Opaleszenz. 
Auf die Bedeutung dieser Erscheinung wird weiter unten eingegangen 
werden. Die wisserige Suspension hitzedenaturierten Albumins wird durch 
Natronlaugenzusatz auf n/100 NaOH-Endkonzentration gebracht. Nach 
zweimal je zehnstiindigem Schiitteln unter Toluolzusatz wird die Lésung, 
deren gelbliche Farbung dem Farbstoff des nicht hamoglobinhaltigen 
Serums entspricht, filtriert. Dieselbe ist vollkommen klar, die Leitfahigkeit, 
H-Aktivitaét und der EiweiBgehalt werden bestimmt (Tabelle I). 





Tabelle Il. 
4g hi fall Albumi . Eiweifgehal Verhal bei 
. weeachiittelt a ¥ K “OH | _ >> . Neutralisieren 
Aqua destillata . . . | 1,98. 10-5 | ae Deutlich e Opas in 
leszenz auf Er- 
hitzen und 

Sulfosalizylsaure) ' 
100cem n/100 NaOH || 5,25. 10-4 | 5,35. 10-5 147 stabil 
100 cem 0,85 proz. NaCl --- — >001 | —_— 


Um nun festzustellen, ob bei Vermeidung einer etwaigen, im 
Verlauf der Fallung oder bei Behandlung mit Wasser auftretenden 
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weitergehenden Dehydration das hitzekoagulierte Albumin in Neutral- 
salzlésungen léslich sei, wurde versucht, ahnlich wie beim Globulin, 
diejenige kleinste Salzmenge zu bestimmen, in deren Gegenwart 
das hitzedenaturierte Albumin beim Neutralisieren seines NaOQH- 
Gehalts nicht ausfallt. Es zeigte sich nun die nach friiheren eigenen 
Erfahrungen iiberraschende Tatsache, da diese Salzmenge der bei 
Neutralisation entstehenden entsprach, da die Lésung beim bloben 
Neutralisieren mit Salzsiure unverandert erschien. Dieses bemerkens- 
werte Verhalten kann eine doppelte Deutung erfahren. Entweder 
wiirden 100 ccm 0,005 n Na Cl-Lésung 0,73 g hitzedenaturierten Albumins 
in Lésung halten, das Lésungsvermégen der Neutralsalze fiir hitze- 
denaturiertes Albumin dasjenige fiir Globulin bei weitem tibertreffen. 
Damit wire auch die Tatsache in Ubereinstimmung, daB die neutralen, 
salzhaltigen, hitzedenaturierten Albuminlésungen bei Verdiinnung 
stabil und klar bleiben. Die in Globulin III’) bei Verdiinnung der 
Neutralsalzlésung auftretende H-lonenvermehrung wird beim hitze- 
denaturierten Albumin bei ahnlichen Versuchsbedingungen vermiBt 
(Tabelle I11). 
Tabelle 111. 





n/10 KCl 


‘ : Verdunnt mit n/10 NaCl Verdunnt mit 

_ — Wasser 1:3 Globulin Wasser 1:3 

Cy... ee ees | 524.10-6 | 146,10-6 | 5,76-107¢ | 9,39. 10-6 

Verhalten beim Ver- || Beginnende 
diinnen . i ~- Aufhelluug — Fallung 


Das Verhalten des hitzedenaturierten Albumins scheint darnach 
recht auffallig im Widerspruch zu den iibrigen Erfahrungen beziiglich 
der Neutralsalzléslichkeit lyophober Proteine zu stehen, so da die 
vorliegenden Befunde dringend einer Erginzung bediirftig erscheinen. 
Wie beim Salzglobulin, sollte untersucht werden, wieweit die Uber- 
einstimmung zwischen der durch Neutralisation der alkalischen Lésung 
im SalziiberschuB hergestellten und der durch direktes Auflésen in 
Neutralsalzlésung gewonnenen Verbindung reiche. Zu diesem Zwecke 
wurde das oben beschriebene, hitzedenaturierte Albumin in physiolo- 
gischer NaCl-Lésung (0,85proz.) suspendiert und geschiittelt. Im 
Gegensatz zu den entsprechenden Ergebnissen am Salzglobulin 
zeigte sich, daB die direkte Salzlislichkeit des hitzedenaturierten 
Albumins nur ganz geringfiigig sei, sie betriigt nicht mehr als 
1 Proz. der am Globulin festgestellten Werte. Bevor nun diese 
Diskrepanz zum Gegenstand einer weiteren Untersuchung gemacht 
werden konnte, muBte zunichst ausgeschlossen werden, dab 


1) M. Adolf, Kolloidchem. Beil. 18, 276, 1923. 
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das hitzedenaturierte Albumin durch die Behandlung mit NaOH 
eine tiefere Veranderung erfahre. Diese Deutung erscheint um 
so naheliegender, als im vorliegenden Falle das in NaOH geliste 
hitzegefallte Albumin, das besonders von Michaelis!) zur Charakteri- 
sierung desselben herangezogene Moment des Ausfallens bei neutrali- 
sierender Lésung vermissen liBt. Um die Eigenschaften des hitze- 
denaturierten Albumins nach Lésung desselben in NaOH beurteilen 
zu kénnen, muBte zunichst die letztere entfernt werden. Zu diesem 
Zwecke wurde die betreffende Lésung hitzeveranderten Albumins in 
NaOH unter Vermeidung jeglicher Erwirmung der Elektrodialyse 
unterworfen, welche bis zur Erreichung der urspriinglichen Leitfahigkeit 
der Albuminlésung durchgefiihrt wurde. Wahrend dieser Behandlung 
zeigte die Fliissigkeit keine wie immer geartete Veriinderung, keine 
Tribung, keine Niederschlagsbildung. Es kam nur wihrend der Elektro- 
dialsye das in Elektrolytgegenwart bekannte Schichtungsphinomen 
des léslichen EiweiBes zur Beobachtung. Die Fliissigkeit selbst ist 
vollkommen klar, gelblich wie das urspriingliche Albumin. Auf Halb- 
sittigung mit (NH,),SO, zeigt dieselbe keine Triibung. Auch nach 
einer Beobachtungsdauer von etwa einem halben Jahre bleibt die 
Reaktionsweise des EiweiSkérpers, der in dieser Arbeit als Protein x 
bezeichnet werden soll, gegeniiber Am,SO, unverindert. Die 
Reaktion der Fliissigkeit ist entsprechend derjenigen des urspriing- 
lichen Albumins schwach sauer (vgl. Tabelle IV). 





Tabelle IV. 
HKP fi Hitzek ‘ 
K unkorr. CH | {ae}? 0,4 Fees. der — 
| Lésung temperatur 
LY omen Protein x. - 8,26. 10-* | 5,3. 10-8 66,5 | 48° | 39° 
Serumaibumin .. || 7,8.10-* | 5,7.10-* | 66,4 48° sa 


Das Ergebnis der Bestimmung der Cy 1aBt sich leicht mit dem 
der Leitfahigkeit vereinbaren. Der niedrige Wert der letzteren, welche 
der Leitfahigkeit des genuinen Albumins entspricht, liBt es ebenso wie 
die schwach saure Reaktion als wahrscheinlich erscheinen, daB die zur 
Lésung des hitzegefillten Albumins verwendete Lauge praktisch 
quantitativ entfernt worden ist. Dementsprechend zeigt auch der 
fragliche EiweiBkérper vollstandige Koagulation beim Erhitzen. Im 
Pawlischen Laboratorium konnte in friiheren Untersuchungen?) gezeigt 


1) L. Michaelis und P. Rona, |. c. 
2) Wo. Pauli, Pfliigers Arch. 78, 315, 1899; Hofmeisters Beitr. 10. 
53, 1907; Wo. Pauli und H. Handovsky, diese Zeitschr. 24, 239, 1910. 
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werden, daB bei Einhaltung bestimmter Kautelen, vor allem eines 
gleichmaBigen zeitlichen Wirmezuwachses, entgegen der Auffassung 
von Chick und Martin geniigend scharfe vergleichende Bestimmungen 
der Gerinnungstemperatur ausfiihrbar sind. Nachdem nun diese 
letzteren, unter anderen von Fernau und Pauli!) zum Nachweis 
der durch Radiumbestrahlung hervorgerufenen Verinderung des 
Albuminversuchs verwendet worden sind, wurde hier die Bestimmung 
der Gerinnungstemperatur zur naheren Untersuchung des fraglichen 
EiweiBbkérpers und zum Vergleich desselben mit genuinem Albumin 
herangezogen. Wie in Tabelle 1V verzeichnet, zeigen beide Proteine 
bei gleicher Konzentration und Versuchsbedingungen die gleiche 
Gerinnungstemperatur. Ebenso wie beim genuinen Albumin [vgl. 
Haycraft und Duggan?)| entsprechen auch beim fraglichen Eiweib- 
kérper héheren Konzentrationen desselben niedrigere Gerinnungs- 
temperaturen. Die elektrodialysierte Lésung hitzeveranderten Albumins 
in NaOH zeigt somit alle Eigenschaften eines wasserléslichen Proteins. 
Zur gréBeren Sicherheit wurden die vorliegenden Befunde an drei ver- 
schiedenen Priparaten von hitzegefailltem Serumalbumin mit stets 
gleichem Ergebnis nachgepriift. Da Kontrollversuche an erhitztem 
Natriumalbuminat (s. weiter unten) ergaben, dab die Elektrodialyse 
das Eiweif restlos fallte, so kann die Méglichkeit ausgeschlossen werden, 
da& der Ubergang des hitzegefallten Produkts in ein wasserlisliches 
Protein bei der Elektrodialyse des ersteren infolge NaQH-Gegenwart 
erfolgt. Desgleichen waren durch Faulnis bewirkte Verinderungen 
kaum anzunehmen, da die Fliissigkeit stets reichlich toluolisiert war 
und ein bakterieller oder fermentativer Abbau wenigstens teilweise zu 
dialysablen und nicht hitzekoagulierbaren Produkten gefiihrt hitte, 
deren Vorhandensein aber durch die nachweisbare quantitative Uber- 
fiihrung der alkalischen Lésung von hitzedenaturiertem Albumin in 
wasserlésliches koagulables Eiweif ausgeschlossen werden kann. So 
kann nur die Behandlung des hitzedenaturierten Albumins mit Lauge 
als Ursache fiir dessen Verinderung angenommen werden. Die schein- 
bar unbegrenzte Salzléslichkeit, die bei der Neutralisierung des in 
Lauge gelésten hitzedenaturierten Albumins beobachtet wurde, erklart 
sich dadurch, daB dieses Protein eben bereits wasserléslich war. Aber 
auch der eingangs erwihnten, nach mehrstiindigem Schiitteln mit 
Wasser beobachteten erhéhten Leitfahigkeit und dem nachweisbaren 
EiweiBgehalt des letzteren kann eine ahnliche Deutung gegeben werden 
wie der Laugenwirkung. 


1) A. Fernau und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 70, 426, 1915. 
2) J. B. Haycraft and T. R. Duggan, Journ. of Anat. and Phys. 24, 
288; Brit. Med. Journ. 167, 1890. 
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Bevor nun auf diese Frage niher eingegangen werden soll, in 
welchem Sinne die Ergebnisse der  vorliegenden Untersuchungen 
niher gedeutet werden kénnen, soll noch iiber Experimente berichtet 
werden, die der Priifung des Einflusses dienten, den eine Verschiebung 
des Verhiltnisses zwischen NaOH und hitzedenaturiertem Albumin 
auf die Eigenschaften des gelésten Produkts ausiibt. Friihere Ver- 
suche!), welcher in einer Anmerkung im Globulin III gedacht worden 
sind, fiihrten namlich zu einem von dem vorliegenden ganz abweichenden 
Resultat, indem das in NaOH geléste hitzedenaturierte Albumin bei 
Neutralisation in Salzgegenwart ausfiel. Differenzen der Versuchs- 
anordnung bestanden insofern, als im letzteren Falle nicht im Eiweil- 
iiberschuB gearbeitet worden war. 





Tabelle V. 
se i, | Lésl. Prot 

Eiyelé out =| Trockengehelt | ‘Sel. Protein | io 'Pios. des Sy al 

Nr. NaOH der Losung —Eiektrodialyse yor ony KCl) des fallb. 
g Proz. Proz. losung eames 

l 40 1,470 1,47 100 
2 2,0 1,120 0,80 72 + 
3 1,0 1,000 0,42 40 + 
4 05 0,465 a i] _— 
5 1g Eiweif auf 0,640 0,23 37 + 

1.10-3 HCI 
6 Riickstand von 0.760 0.54 71 ae 


Versuch! in NaOH 
elést, so daB Al- 
umin-s u. Laugen: 

verh. 2 entspricht 


Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, dai wechselnde 
Mengen des gleichen hitzedenaturierten Albumins wie oben in je 
100 ccm n/100 NaOH in ganz gleicher Weise zur Auflésung 
gebracht wurden (vgl. Tabelle V). Da zeigte sich zunichst, daB mit 
abnehmender Menge des verwendeten Proteins wohl der absolute 
Eiweibgehalt der entstandenen Lésungen abnahm, wobei jedoch ein 
immer kleinerer Eiweibrest ungelést blieb. Elektrodialysierte man 
nun diese Fliissigkeiten, so nahm die Menge des dabei in Lésung 
bleibenden EiweiBes mit der Menge des urspriinglich verwendeten 
hitzedenaturierten Albumins ab und verschwand schlieBlich véllig, so 
daB bei der Lésung von 1% g hitzedenaturierten Albumins in 100 cem 
n/100 NaOH eine EiweiBlésung entsteht, die durch Elektrodialyse 
quantitativ niedergeschlagen wird. Es existieren somit zwei Grenzfalle, 
innerhalb deren es stetige Ubergiinge gibt. Bei geniigendem Eiweib- 
iiberschuB entsteht nur wasserlésliches Protein, bei entsprechendem 


1) Vel. M. Adolj, Kolloidchem. Beih. 18, 276, 1923. 
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LaugeniiberschuB nur wasserunlésliches. Im ersteren Falle war noch 
festzustellen, ob das ungelést iibrig gebliebene hitzedenaturierte Albumin 
eine Verinderung erlitten habe oder ob die verwendete Lauge nur zur 
Lésung eines Teiles hinreichte. Stellte man nun durch Laugenzusatz 
zu dem ungelést gebliebenen, von dem léslichen méglichst getrennten 
Anteil das gleiche Verhialtnis zwischen hitzedenaturiertem Albumin 
und Lauge her, wie in Versuch 2, so zeigte sich, daB in der nun 
entstandenen Lésung die Relation des wasserléslichen zu dem 
Jesamteiweibgehalt wiederum innerhalb der Versuchsfehlergrenzen 
befriedigend iibereinstimmte. Dieses Ergebnis diirfte in dem Sinne 
zu verwerten sein, dai der ungeléste Bodenkérper in Versuch 1 
durch den ersten Laugenzusatz keine merkbare Verinderung er- 
fahren hat. 

Nur ein einzelner Versuch wurde gemacht, um die Léslichkeit des 
hitzedenaturierten Albumins in Séuren festzustellen und die Natur der 
entstehenden Lésung zu bestimmen. Dieser Versuch zeigt, daB Saure 
sich anscheinend nur quantitativ verschieden von Lauge im Sinne einer 
geringeren Lésungsfahigkeit verhalt, hingegen die Zusammensetzung einer 
solchen Lésung aus léslichem und unléslichem Protein derjenigen der 


entsprechenden alkalischen recht nahe kommt. (Versuche, die NaOH 
durch NH, zu ersetzen, fiihren wohl zu qualitativ iibereinstimmenden 


. 


Resultaten mit den obigen, insofern die bei EiweiBiiberschu®8 in Lésung 
gegangene Proteinmenge sich nach der Elektrodialyse als wasserldslich 
erwies. Wegen des geringeren ,,Lésungsvermégens** des NH, wurden 
jedoch diese Versuche zuniachst nicht fortgesetzt.) 

SchlieBlich zeigte sich (vgl. Tabelle V), daB die Salzléslichkeit 
des durch Elektrolyse fillbaren Proteinanteils eine Anderung mit der 
Verschiebung des hitzedenaturierten Verhiltnisses zwischen hitze- 
verandertem Albumin und Lauge aufweist, so daB dieselbe mit der 
Abnahme des letzteren sich vermindert. Wird das gesamte Protein 
durch Elektrodialyse gefaillt, so ist auch dessen Salzléslichkeit ver- 
schwunden. 

Versuchen wir die hier gegebenen Versuchsresultate niher zu 
beurteilen, so entsteht zunachst die Frage nach der Natur des léslichen 
Proteins, ob dasselbe als ein durch Laugenbehandlung riickverwandeltes 
Denaturierungsprodukt mit dem genuinen Albumin als identisch auf- 
zufassen oder ob es von dem letzteren verschieden ist. In diesem 
Falle wiirde es sich dann um einen bislang unbekannten wasserléslichen 
Eiweibkérper handeln. 

Nach physikalisch-chemischen Kriterien laBt sich, wie bereits 
angegeben worden ist, das fragliche Produkt nicht vom genuinen 
Albumin unterscheiden. Michaelis und Rona stehen z. B. nicht an, 
ein bei der Lisung von rasch koaguliertem Albumin in HCl ent- 
stehendes, bei Neutralisation erneut hitzekoagulables Protein als 
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durch reversible Veranderung wieder hergestelltes Albumin zu deuten. 
Als niachste Méglichkeit wire wohl an durch Hydrolyse des Hitze- 
denaturierungsprodukts durch NaOH oder HC! gebildete lésliche 
Albumosen zu denken. Allein primaire Albumosen werden nach £. P. 
Pick') durch Halbsattigung mittels Ammonsulfat vollstandig gefillt, 
wihrend allen Abbaustoffen des EiweiBes das fehlende Koagulations- 
vermégen beim Erhitztwerden gemeinsam ist. Versuche, Differenzen 
zwischen genuinem und denaturiertem Albumin auf chemisch-analyti- 
schem Wege festzustellen, scheinen nach dem negativen Ausfall des 
Sulfid-Schwefelnachweises, der geringfiigigen Leitfahigkeitssteigerung 
bei der Koagulation und nach den letzten, eingangs bereits erwahnten 
Arbeiten von Sdérensen, welcher nach seinen Befunden annimmt, da 
beim Eialbumin die Hitzekoagulation ebenso wie die Alkoholfallung 
ohne Stickstoffabgabe ablauft, nicht sehr aussichtsreich zu sein. 

Anhaltspunkte fiir die Feststellung etwaiger stattgefundener Ver- 
anderungen lassen sich hingegen von der Untersuchung des optischen 
Drehungsvermégens der fraglichen Eiwei®lésung erwarten. 

So konnte z. B. Alexander*) zeigen, daB das Drehungsvermégen eines 
gelésten Proteins eine erhebliche Beeinflussung erfaihrt, wenn man die 
Lésung vor dem Messen wahrend einer bestimmten Zeit bei einer hohen 
Temperatur erhalt. Hoppe-Seyler*) gibt an, daB Alkalialbuminate die 
Ebene des-polarisierten Lichtes starker nach links drehen als die Eiweib- 
stoffe, aus denen sie entstanden sind. Danach zeigt Serumalbumin bei 
Behandlung mit starker KOH eine Steigerung von [a]p — 60,01 auf — 86°. 


SchlieBlich konnten Pauli und Samec*) den Nachweis erbringen, da8 
bei Saéure- und Laugenzusatz zu Albumin durch einfache Proteinsalz- 
bildung bei Zimmertemperatur eine Steigerung der optischen Drehung auf- 
tritt, die nach Entfernung der genannten Zusiatze wieder verschwindet. 


Die Bestimmung der optischen Drehung geschah mit Hilfe eines 
Apparates von Schmidt-Hdnsch. 


Das in Tabelle IV gebrachte Ergebnis zeigt nach Reduktion auf 
den gleichen EiweiBgehalt eine recht befriedigende Ubereinstimmung 
mit den seinerzeit von Pauli, Frisch und Valké5) angegebenen Daten 
fiir ein nach dem gleichen Verfahren dargestelltes globulinfreies Albumin. 
Somit scheint aus diesen Beobachtungen hervorzugehen, daB jene 
Gruppen im EiweiBmolekiil, deren Modifikation in einer Anderung 
der optischen Drehung zum Ausdruck kommen wiirde, trotz der bei 
Gewinnung des EiweifSkérpers erfolgten Eingriffe unversehrt geblieben 


1) BE. P. Pick, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24. 

2) A.C. Alexander, Journ. of exper. Med. 1, 304, 1896. 

3) Hoppe-Seyler-Tierfelder, Handb. d. phys. u. path.-chem. Analyse, 
8. Aufl., 1909. 

4) Wo. Pauli, M. Samec und £. Strauss, diese Zeitschr. 59, 470, 1914. 

5) J. Frisch, Wo. Pauli und £. Valké, diese Zeitschr. 164, 401, 1925. 
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sind. Die Unterschiede unseres Proteins gegeniiber einem typischen 
Alkalialbuminat liegen klar zutage. 

Ferner erschien es nach den Untersuchungen von Zsigmondy') 
aussichtsvoll, die von diesem Verfasser zum ersten Male systematisch 
verwendeten Beziehungen von Kolloiden zu hochmolekularen Stoffen 
zu einer Charakterisierung der letzteren auch im vorliegenden Falle 
zu verwenden. Jedoch wurden, im Gegensatz zu Zsigmondy, nicht 
die Schutazzahien der zu untersuchenden Verbindungen, sondern ent- 
sprechend Untersuchungen von Pauli und Flecker*) die dialysiertes 
Formolgoldsol] fillenden Mengen der zu charakterisierenden Proteine 
bestimmt. 

Gegeniiber dem Goldsol zeigt der fragliche Eiweibkérper qualitativ 
das gleiche Verhalten wie genuines Albumin, das jedoch nach Zunz 
auch bei einigen primiren Albumosen beobachtet wird. Diese Uber- 
einstimmung erstreckt sich auch auf die Kombination mit Salzen. 
Quantitativ jedoch erweist sich der fragliche Eiweibkérper in seinem 
Goldsolverhalten von genuinem Albumin insofern verschieden, als 
gréBere Mengen desselben zur Erzielung des Goldumschlags notwendig 
sind (vgl. Tabelle VI und VII). 


Tabelle VI. 











GS dialys., K = 6,67.10-*, neutr.. .. . 05 05 05 0,5 0,5 
Protein X, mg im com. ......-++. 15 3,0 45 6,0 75 
Nach 6 Stunden ....... 4 R, Ryy Vv ausgefl. 

— 2. og a tae om unverandert 

Tabelle VII. 

CPU os gi 8 4 0 ee OO RSS 05 0,5 0.5 05 
PS Albumin, mg proccem ........-. 1,0 2,0 3,0 4.0 
Se 4 Vv Vv V 
Nach 24 Stunden . a ausgefl. ausgefl. ausgefl. 


Gegen die Méglichkeit, daB diese Verschiedenheiten auf chemischen 
Differenzen der hier verglichenen Proteine beruhen kénnen, diirften 
die Ergebnisse der iibrigen Untersuchungen sprechen. Hingegen 
existieren Angaben in der Literatur, aus welchen hervorgeht, dab 
physikalisch-chemische Verainderungen eines Proteins hinreichen, um 
dessen Verhalten als Schutzkolloid quantitativ zu modifizieren. 


1) R. Zsigmondy, Zeitschr. f. analyt. Chem. 40, 697, 1901. 
2) Wo. Pauli und L. Flecker, diese Zeitschr. 41, 461, 1912. 
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So beobachten Heubner und Jakobs') irreversible Anderungen cer 
Goldzahl von in getrocknetem Zustande gealtertem Albumin. Fodor?) 
weist darauf hin, daB schon die iiblichen Herstellungsverfahren des Albumins, 
wie Neutralsalzfillung und Elektrodialyse, dessen Solvatation und die 
davon abhangigen Phainomene, so die Schutzwirkung, verandern. Endlich 
geht aus den Versuchen von Menz*), die von Elliott und Sheppard*) sowie 
von Verfasserin®) bestatigt werden konnten, hervor, daB zeitlich reversible 
Zustandsanderungen der Gelatine hinreichen, um das Fallungsvermégen 
derselben fiir Goldsol zu verandern. 


Somit werden Verschiedenheiten des Dispersitatsgrades und der 
Hydration als hinreichende Ursachen der Anderung der Schutzwirkung 
von Proteinen aufgefaBt. 

In diesem Zusammenhang mégen Versuche von Interesse sein, 
deren Gegenstand die Alkoholfallbarkeit des zu untersuchenden Eiweil- 
kérpers bildet. 

Schorr®), der eine Darstellung der verschiedenen Deutungen des 
Mechanismus der Alkoholeiwei®faillung versuchte, folgert, daB aus dem 
Gesetz der Massenwirkung die Fallungswirkung einer bestimmten Alkohol- 
konzentration um so geringer sein muB, je gréBer die an das Eiweils als 
Sol gebundene Wassermenge und je inniger diese Bindung ist. 

Vergleichende Untersuchungen des fraglichen EiweifSkérpers und 
des genuinen Albumins beziiglich ihrer Fallbarkeit durch Alkohol 
haben eine vollstandige quantitative Ubereinstimmung dargetan, 
welche sich auch auf das Verhalten in gepufferten Lésungen und auf 
die (vgl. Tabetle VIII bis X) durch Neutralsalzzusatz bewirkte Fallungs- 
hemmung erstreckt. Jedoch ist die durch die gleiche Menge Alkohol 
in der Lésung des Proteins X heryorgerufene Triibung bedeutend inten- 
siver als in der des genuinen Albumins, so daB auch in diesem Falle 
ein, wenn auch nur geringfiigiger Unterschied im Verhalten der beiden 
Proteine nachgewiesen werden konnte. 


Tabelle VIII. 





0,4proz. genuines Seralbumin bzw. 0,4 proz. 


OR Gc cee a eR wee eee 1 1 1 1 1 
9Sproz. Alkohol ....+++++++e- 0,1n Olin | Ol2n | O13n 014n 8 O15n 
ee a eo eer | _ Saeed ++ +++ +44 4++4+ 


1) W. Heubner und Fr. Jakobs, diese Zeitschr. 58, 352, 1913. 

*) A. Fodor, Die Grundlagen der Dispersoidchemie. Steinkopff, 1925. 
3) W. Menz, Zeitschr. f. physik. Chem. 66, 129, 1909. 

*) Elliott und Sheppard, Journ. Ind. Eng. Chem. 18, 699, 1921. 

5) Noch unverdéffentlicht. 

6) C. Schorr, diese Zeitschr. 37, 424, 1911. 
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Tabelle 1X. 
Bei Zusatz von je 15 Tropfen Alkohol. 





_ ears 8 4 2 1,5 1 0,75 0,5 
Acetat 

Genuines Albumin .. . " “ + + x x x 
5 ee ee ” “ + + ++ «XxX x 


Tabelle X. 





0,4proz. genuines Seralbumin bzw. 0,4proz. Protein X, com. 1 1 1 1 
i. on a eis 2s os tik eis Boek & oe 0.0 0,001 0.01 01 
O5pros. Alkohbol, com . 0-22 esse cesssseses 0.15 015 015 0.15 
Reaktion des genuinen ........... $++ ++ Gl] ” 


* » Proteins 7 *) 

*) Die Reaktionen des Proteins 7 sind intensiver als die des genuinen. 

Eine analoge Deutung wie den Versuchen am Goldsol diirfte auch 
dem Verhalten des Proteins y im Vergleich zum genuinen Albumin 
gegeniiber Mastixsol zukommen, obwohl nach den Untersuchungen 
von Zunz') die am Goldsol gewonnenen Ergebnisse nicht ohne 
weiteres auf das Mastixsol iibertragbar sind. Aus den Resultaten 
von Tabelle XI bis XIV ist zu entnehmen, daB ebenso wie das 
genuine Albumin das Protein y imstande ist, Mastixsol zur Aus- 
flockung zu bringen, wobei ebenso wie beim genuinen die Unterschiede 
in den Reaktionen mit frischen und alten Mastixsolen in Erscheinung 
treten, daB aber hierzu gréBere Mengen des Proteins y notwendig sind. 


‘abelle XI. 





Frisch. Mastixsol, vom 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 


Protein X, mg/ccm . .« 0,0 03 0,6 0,9 1,2 1,5 30 45 60 7,5 


Sofort und nach 
6 Stunden .. “ ” “ “ “" a 





Frisches Mastixsol, com .......+.-. 1 1 1 1 

Genuines Seralbumin, mg/com ...... - 0,42 0,7 0,98 1,26 

es ae . ok is sk ae ” “ “ 
hs ak la wa ee “ “ “ 


Tabelle XI11. 





Altes Mastixsol, ccm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 


Protein X, mg/ccom. .« 0,0 03 0.6 0.9 1,2 1,5 30 45 6.0 7,5 


Sofort und nach 
6 Stunden. . 4 4 xx KKK 


') BE. Zunz, Arch. internat. de Physiol. 5, II1, 425, 1907. 
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Tabelle XIV. 





Altes Mastixsol, com .... . 1 1 1 1 1 
Genuines Seralbumin, mg/ccm . 0,14 0,42 0,7 0,98 1,26 
Nach 1 Stunde .... x X : 

24 Stunden... . x x X x) 


Aus dem hier Vorgebrachten geht demnach hervor, dal 
quantitative Unterschiede zwischen dem Protein zy und genuinem 
Albumin beziiglich ihres Fallungsvermégens fiir Gold- und Mastixso| 
und ihrer Alkoholreaktion existieren. Diese Differenzen lassen sich 
als der Ausdruck verschiedener Hydratation deuten, ohne daB eine 
Erklirung dieser Erscheinung etwa durch die Annahme verschiedener 
Dispersitatsgrade versucht wiirde. 

Um aber im vorliegenden Falle ein weiteres Kriterium zu ver- 
suchen, wurden zur Charakterisierung des Proteins X die weit emp- 
findlicheren immunbiologischen Untersuchungsmethoden herangezogen 
Zum Zwecke der Identifizierung von EiweiSkérpern lagen in der 
Literatur der Serologie im wesentlichen Angaben iiber Verwendung 
der Prizipitinmethode!'), des Anaphylaxieversuchs?) und der Kom- 
plementbindung*) vor. Aus weiter unten naher ausgefiihrten Griinden 
wurde im vorliegenden Falle die Prazipitinmethode herangezogen. 


Nachdem R. Kraus‘) nach Einverleibung von Bakterien das Auf- 
treten von Stoffen in den Seren der betreffenden Tiere beobachten konnte, 
welche mit keimfreien Kulturfiltraten der homologen Mikroorganismen 
spezifische Fallungen gaben, wurden von Bordet®) und Tstistowitsch®) 
diesen sogenannten Bakterienprazipitinen, die auf Einverleibung von Eiweib- 
kérpern entstehenden Abwehrkérper als EiweiBprazipitine entgegengestellt. 
Es konnte nun gezigt werden, daB diese EiweiBprazipitine weitgehend 
spezifisch sind, d. h. nur mit dem zur Vorbehandlung verwendeten Protein 
reagieren. Wahrend nun die Artspezifitat der Proteine in groBziigiger 
Weise fiir forensische Zwecke ausgebaut worden ist, konnten Obermayer und 
Pick den Nachweis erbringen, daB auch chemische und physikochemische Ein- 
griffe am Eiwei®molekiil imstande sind, dessen sichtbare Reaktion mit 
nativem Immunserum zu verhindern und andererseits den antigenen 


1) F. Obermeyer und E. P. Pick, Wien. klin. Rundsch. 1902, Nr. 15; 
Wien. klin. Wochenschr. 1903, 8S. 659; 1906, Nr. 12; W.A. Schmidt, diese 
Zeitschr. 14, 294, 1908 (Literatur). 

2) BE. P. Pick und Yamanouchi, Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 44; 
Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1, 676, 1909; R. Doerr und Russ, ebendaselbst 
8, H. 7, 1909; Wells, Journ. of infect. diseases 5, Nr. 4, 1908; Besredka, 
Ann. de l'Institut Pasteur 21, 950, 1907. 

3) Wells und Lewis, Proc. of the Amer. Soc. of Biol. Chemists. 
18th meeting, 27, ir., 2, 3, Dezember 1923. 

*) R. Kraus, Wien. klin. Wochenschr. 1897, Nr. 32. 

5) Bordet, Ann. Pasteur 1899, 8S. 173. 

6) Tstistowitsch, ebendaselbst 1899, S. 406. 
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Charakter des betreffenden EiweiBkérpers so weit zu verindern, daB das 
durch dasselbe hergestellte Immunserum ausschlieBlich oder vorwiegend 
mit dem veradnderten Protein reagiert. 

Beziiglich einiger Alterer Angaben der Literatur, betreffend das Un- 
vermégen von erhitztem Eiweif, mit nativem Immunserum Prazipitation 
zu geben, sei auf eine Zusammenstellung von Nuttall/') und Versuche von 
Graham-Smith*) verwiesen. Obermayer und Pick geben nun an, daB das 
Prazipitin vollstandig versage, wenn es mit einem gekochten, aber nicht 
koagulierten Serum zusammengebracht wird. Diese Beobachtungen 
konnten weiterhin unter anderem von Schmidt, Landsteiner und Prasek*) 
bestatigt werden. 

Entsprechend diesen Ergebnissen wurde nun versucht, das Ver- 
halten des wasserléslichen, aus Pferdeserumalbumin stammenden, 
einer Temperatur von 100°C durch 15 Minuten hindurch ausgesetzt 
gewesenen Protein X gegeniiber einem nativen Pferdeserumprazipitin 
(Serotherapeutisches Institut, Wien) festzustellen. 


Bevor mit der Beschreibung der Versuche begonnen werden kann, 
soll noch auf einige durch die besondere Art des vorliegenden Materials 
bedingte Komplikationen hingewiesen werden. 

Das zur Verfiigung stehende prazipitierende Serum war durch Vor- 
behandlung mit Serum und nicht mit Albumin allein hergestellt worden. 
Nach der von £. P. Pick*) herriihrenden Angabe, da ein Normalprizipitin- 
immunserum mit der Pseudoglobulinfraktion den starksten Niederschlag, 
mit der Euglobulinfraktion einen geringeren und mit der Albuminfraktion 
entweder kein oder nur ein sparliches Prazipitat liefert, schienen die hier 
in Betracht kommenden Versuche im vorhinein nicht sehr aussichtsreich 
zu sein. AuBerdem gaben Michaelis und Oppenheimer®) an, durch Vor- 
behandlung mit’ Vollserum ein Antiserum gewonnen zu haben, welches 
mit Vollserum und Globulin, nicht aber mit Albumin reagiert*). Demgegen- 
iiber sei nur eine gegenteilige, der neuesten Literatur entstammende An- 
gabe von Hektoen und Welker’) erwihnt, wonach bei Injektion von Voll- 
serum bei Tieren die Bildung von Antikérpern gegen die einzelnen Serum- 
proteine ausgelést wiirde. 

Ferner muB hier hervorgehoben werden, da®8 das Albumin einer lang- 
dauernden Elektrodialyse mit wiederholten Salzzusaétzen zwecks voll- 
standiger Globulinbefreiung unterzogen worden war. Nun wurde bis jetzt 
noch nicht der Nachweis erbracht, da®B diese Behandlung das Albumin 
vollstandig unverandert lasse. Eine diesbeziigliche Angabe erschien um 
so notwendiger, als Handovsky*) iiber die erhéhte Empfindlichkeit von 


') Nuéall, Blood Immunity and Relationship. Cambridge 1904. 

2) Graham-Smith, Journ. of Hygiene 3, 356, 1903. 

3) K. Landsteiner und E. Prasek, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 20, 
211, 1913. 

4) BE. P. Pick, Handb. v. Kolle-Wassermann 1, 703, 1912. 

5) L. Michaelis und Oppenheimer, Arch. f. Anat. u. Phys. 1902, Supple- 
mentband; Deutsch. med. Wochenschr. 1902, Nr. 32. 

6) Vgl. P. Uhlenhuth und K. Stefienhagen. Handb. v. Kolle-Wasser- 
mann, 2. Aufl., 3, 270 (Literatur). 

7) L. Hektoen und W. Welker, Journ. of infect. dis. 35, 295, 1924. 

8) H. Handovsky, diese Zeitschr. 25, 510, 1910. 
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salzfreien, allerdings globulinhaltigen Albuminlésungen gegeniiber denatu- 
rierenden Temperatureinfliissen berichtet hat und Lepeschkin, wie bereits 
erwahnt wurde, schon die lange Dauer der bloBen Dialyse in den Paulischen 
Versuchen als Ursache angeblicher Modifikationen des so erzielten Albumins 
betrachtet. Es muBten daher zuerst Prazipitationsversuche mit dem vor- 
liegenden Albumin, bevor es der Hitzeverinderung unterzogen worden war, 
angestellt werden. Der Titer des verwendeten Pferdeserumprizipitins fiir 
das genuine Albumin wurde in der von Uhlenhuth') angegebenen Weise 
bestimmt, indem diejenige starkste Albuminverdiinnung mit 0,85proz. 
NaCl festgestellt wurde, die mit dem unverdiinnten Prazipitinserum noch 
eine sichtbare Triibung an der Beriihrungsflache gibt. Zur Kontrolle 
wurden Proben von elektrodialysiertem Hundeserumalbumin und NaC] 
mit Prazipitinserum versetzt. 

Bei der Beurteilung der im folgenden zu besprechenden serologischen 
Probleme stand mir Herr Professor E. P. Pick mit seinem wertvollen 
Rate zur Seite. Hierfiir und fiir die freundliche Erlaubnis, die zur 
Analyse dieser Fragen nétigen Tierversuche in dem von ihm geleiteten 
Pharmakologischen Institute der Wiener Universitat auszufiihren, sei 
mir gestattet, Herrn Professor Pick auch an dieser Stelle meinen er- 
gebensten Dank auszusprechen. 





Tabelle XV. 
0,l cem Prazipitin auf 1 eem Albumin-NaCl-Mischung. 
3. 606 3s 
/ oS euse 
Verdiinnungen AS =a cal when IV) Hunde. i ~ 5 IV 22 Bees Pterde- 
mit 0, — ~— ach sere NaCl Elektro» 25 £ 25 £3 Koktos 
moat Elektro. albumin dialyse <3 g <3 8 %, «serum 
+3§ +§ 
1: 100 +++) +++ a a coos a — 
1: 1000 +++) +++ a + +++ i] —_ 
1: 10000 ++) ++ L ++ 0 -- 
1: 100 000 + + “ + — 
1 : 1 000 000 4 a] 7] a 


Die in Tabelle XV wiedergegebenen Versuchsresultate zeigen, dab 
das elektrodialysierte Pferdeserumalbumin noch bei weitgehender 
(1: 100000) Verdiinnung durch prazipitierendes Pferdeserum gefillt 
wird. Der negative Ausfall der Kontrollproben zeigt die Spezifizitat 
der Reaktion an. Somit erscheinen die Angaben von Hektoen und 
Welker bestitigt, wonach das Vollserumprizipitin auch Antikérper 
gegen die Albuminfraktion des Serums enthilt. (Versuchsergebnisse 
iiber das Verhalten der anderen elektrodialytisch dargestellten Serum- 
proteine werden an anderer Stelle gebracht werden.) Andererseits geht 
aus dem hier Gegebenen hervor, daB die zur Salz- und Globulin- 


1) P. Uhlenhuth und O. Weidanz, Handb. v. Kraus-Levaditi 2, 790, 1909. 








Hitzeverinderung des Albumins. 147 


befreiung des Albumins verwendete Elektrodialyse keine Verinderung 
am Albumin hervorbringt, die zum Verlust von dessen Spezifizitat 
fiihren wiirde. Genau dieselbe Anordnung wie fiir die vorstehenden 
Versuche wurde nun bei der Untersuchung des nach Hitzefillung in 
NaOH gelésten und_ elektrodialysierten wasserlislichen Proteins 
befolgt. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, zeigte das Protein X im 
Prizipitationsversuch vollkommen das gleiche Verhalten wie das 
genuine Albumin. Es konnte somit das von den eingangs erwahnten 
Autoren beschriebene charakteristische Nichtreagieren des Kokto- 
serums, das eigene Versuche (vgl. Tabelle XV) bestitigen konnten, 
gegeniiber dem Normalserumprazipitin an dem hier untersuchten 
EiweiBbkérper nicht nachgewiesen werden, cbwohl derselbe 15 Minuten 
hindurch auf 100° gehalten worden war. 

Bevor auf die sich aus diesen Tatsachen ergebenden Schlub- 
folgerungen niher eingegangen werden soll, mégen hier noch einige 
Ergebnisse einschlagiger Versuche gebracht werden. So wurde versucht, 
Prizipitationsversuche mit gekochtem Albumin auszufiihren, um statt 
der am Serum gewonnenen Angaben der Literatur eigene Versuchs- 
resultate zu erlangen. Die Grundbedingung fiir eine erfolgreiche Durch- 
fiihrung dieser Absicht bestand aber in der Herstellung von klaren 
Lésungen hitzeverinderten Albumins. Wahrend jedoch Serum durch 
einfache Verdiinnung vor dem Koagulieren beim Erhitzen bewahrt 
werden kann, waren nach dem oben tiber die Hitzefallung des Albumins 
Gesagten zur Erreichung des gleichen Zweckes Verwendung von Zu- 
sitzen erforderlich. Von diesen kommen Saure, Laugen und eventuel! 
einige Neutralsalze [Jodide und Rhodanide')] in Betracht. In den 
vorliegenden Versuchen werden nur die ersteren Verbindungen heran- 
gezogen. Trotzdem nun in der Literatur zahlreiche Angaben tiber die 
Léslichkeit von hitzegefailltem Albumin in Sauren und Laugen 
existieren, haben die Versuche aus Tabelle V und die eben mitgeteilten 
Prizipitationsdaten gezeigt, daB die Lésung von hitzegefalltem Albumin 
in NaOH zu einer weitergehenden Anderung des koagulierten Eiweil- 
kérpers fiihrt. Falls nun bei vermehrtem Laugengehalt wieder ein bei 
Elektrodialyse ausfillbares EiweiB auftritt, so erscheint es gar nicht 
wahrscheinlich, daB dieses letzte re mit dem urspriinglichen Koagulat 
identisch sei. Aber auch die Lésungen des koagulierten Albumins in 
HCl waren nach dem Obigen nicht brauchbar, vielmehr ergaben Pra- 
zipitationsversuche, da der nach Elektrodialyse wasserlislich ge- 
bliebene Anteil mit Pferdeserumpriazipitin ebenso reagiert wie genuines 
Albumin. Es blieb also nur die Méglichkeit offen, das Albumin in 
Gegenwart eines die Fallung verhindernden Siure- oder Laugenzusatzes 


1) Wo. Pauli und H. Handovsky, Beitr. z. chem. Physiol. 11, 415, 1908. 
10* 








148 M. Spiegel-Adolf : 


zu erhitzen. Trotzdem in weiter unten mitzuteilenden Versuchen 
gezeigt worden ist, daB in beiden Fillen ein Predukt entsteht, welches 
von dem durch bloBe Hitzefallung entstandenen verschieden ist, so 
wurde doch ein Prizipitationsversuch mit in Laugengegenwart er- 
hitztem Albumin gemacht. Derselbe war negativ, wiewohl im Kontroll- 
versuch gezeigt werden konnte, dab der verwendete Laugenzusatz 
allein nicht imstande ist, die Prizipitation vom genuinen Albumin 
zu verhindern. 

Pick hat die Hitzeeinwirkung auf Eiwei®B dahin gedeutet, daB sich 
dabei ,,gréBere Kolloidkomplexe bilden, welche unter Umstanden zu 
sichtbaren Koagulation fiihren kénnen**, und hat gezeigt, ,.daB bei Hitze- 
einwirkung derartig reagierende Antigene ihre urspriingliche antigene 
Fahigkeit nach dem Erhitzen andern. Sie erlangen nimlich die Fahigkeit, 
Immunk6érper zu erzeugen, welche auf die durch das Erhitzen herbei- 
gefiihrte Zustandsphase der Antigene abgestimmt sind.‘‘ Obermayer und 
Pick haben mit Hilfe der Prazipitinreaktion nachgewiesen, daB, falls als 
Antigen ein erhitztes, vor Koagulation durch Verdiinnen mit Wasser ge- 
schiitztes Serum verwendet wird, ein Immunserum gewonnen wird, das 
nunmehr im Gegensatz zu einem mit nativem Eiwei® erhaltenen auch mit 
erhitztem SerumeiweiB die Prazipitationsreaktion gibt. 

Entsprechend diesen Feststellungen wurden zwei Versuchsreihen 
durchgefiihrt. Erstens wurde das Protein X, das sich als prizipitable 
Substanz wie genuines Albumin verhalt, auf seine antigenen Fahig- 
keiten gepriift, um festzustellen, ob demselben noch in dieser Beziehung 
die Eigenschaften eines hitzeverinderten Proteins zukommen. 


Nach den Angaben von P. Uhlenhuth und O. Weidanz zur Erzeugung 
prazipitierender Sera wurden zwei Kaninchen dreimal 3 ccm einer | proz. 
Lésung des Proteins X in sechstagigen Abstanden injiziert. 6 Tage nach 
der letzten Injektion erfolgte die erste Blutentnahme. 


Das auf diese Weise gewonnene Immunserum beider Tiere pra- 
zipitierte den als Antigen verwendeten Eiweibkérper noch in Ver- 
diinnungen 1 : 50000 des letzteren, erwies sich damit als brauchbar. 
Den gleichen Titer zeigte das Immunserum gegeniiber genuinem 
Albumin und Normalpferdeserum. Hingegen versagte es in seiner 
Wirkung vollstandig gegeniiber Koktoserum, i.e. nach Obermayer und 
Pick verdiinntes und gekochtes Pferdeserum, und beziiglich genuinem 
Albumin, welches in Gegenwart von Normosal (Sichs. Serumwerke) 
mit geringem Sodazusatz, ohne zu koagulieren, erhitzt werden konnte 
(vgl. Tabelle XVI). Somit ist aus den mitgeteilten Versuchsresultaten 
zu entnehmen, daB auch beziiglich seiner antigenen Eigenschaften 
das zu untersuchende lésliche Protein das charakteristische Ver- 
halten hitzevertiinderten Albumins vermissen laBt und auch in dieser 
Beziehung eine vollstiindige Ubereinstimmung mit dem genuinen 
Albumin aufweist. 
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Tabelle X V1. 


0,lecem Immunprazipitin auf | cem Eiweib-NaCl-Lésung. 





Genuines , 
Verdiinnungen ul : Alien Genuines Genuines Kokto- 
- - Genuines Normal. Kokto- : Albumin Albumin serum 
mit 0,85 proz. Protein X m. Normosal > > - 
; Albumin serum serum : + Koktos + Pro. + Pros 
NeC u.NazCOs |" scrum tein X_ tein X 
gekocht ’ ‘ Z 
1: 100 + ++ ++ + “ “ + ++ + 
1: 1000 +4 ++ ++ + “ “ “W t+ + “ 
1: 10000 os + +++ “ “ ” + “ 
1: 50000 + + ++ “ “ “ + “” 
1: 100.000 “ ” + ” “ " “ “ 


Gegeniiber dem immerhin mdglichen Einwand, die geschilderten 
antigenen Eigenschaften des Proteins X kénnten auf Beimengungen 
von genuinem Albumin beruhen, welches der Hitzedenaturierung ent- 
gangen sei, mége hier auf das eingangs geschilderte Versuchsverfahren 
hingewiesen werden, durch welches besonders das Entstehen gréBerer 
Koagula vermieden und damit die Gefahr von unverinderten Ein- 
schliissen herabgesetzt wurde, und das zu einer gemif den Ergebnissen 
des chemischen Nachweises vollstindigen Koagulation des Proteins 
gefiihrt hat. Jedenfalls waren die in der Hitzedenaturierung etwa 
entgangenen EiweifBmengen so gering, daB die in relativ kurzer Zeit 
mit normalen Fliissigkeiten erzielte antigene Wirkung des Proteins X 
kaum darauf zu beziehen sein diirfte. 

Die Ubereinstimmung der vorliegenden Resultate mit denjenigen 
von Obermayer und Pick konnte noch weiter verfolgt werden. So 
haben diese Autoren gezeigt, da} das Koktoserum, welchem also die 
Eigenschaft abgeht, mit prizipitierendem Serum eine Reaktion zu 
geben, genuinem Serum beigemengt, auch dieses am Prazipitiertwerden 
durch Normalprizipitin verhindert. Dementsprechend wurden Ver- 
suche mit Gemengen von Koktoserum + genuinem Albumin, Kokto- 
serum + Protein X und genuinem Albumin + Protein X angestellt. 

In den in Tabelle XVI wiedergegebenen Versuchsresultaten konnte 
festgestellt werden, daB das Koktoserum das von Obermayer und Pick 
gekennzeichnete Verhalten aufweist, das Protein X sich aber auch in 
dieser Beziehung nicht vom genuinen Albumin unterscheidet. 


Zweitens wurde versucht, durch Vorbehandeln von Kaninchen 
mit hitzeverandertem Albumin (mit gekochtem Serum) ein pra- 
zipitierendes Serum zu gewinnen, das auf diese Modifikation des 
EiweiBes spezifisch eingestellt ist, um das Verhalten desselben zu dem 
Protein X festzustellen. GemaB der bereits erwahnten Schwierigkeiten, 
einerseits hitzeverindertes Albumin ohne sekundare Veranderungen 
in lésliche Form zu bringen, andererseits die erfolgte Bildung von 
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Alkali- oder Acidalbumin bei Lauge- oder Siurezusatz auszuschlieBen, 
wurde zur Vorbehandlung das bereits erwahnte Koktoserum verwendet. 
Es kann dabei nicht ausgeschlossen werden, daB die in Gegenwart der 
Serumbestandteile erfolgende Hitzeveriinderung des Albumins von 
der im elektrolyt- und globulinfreien Medium stattfindenden ver- 
schieden ist. 

Zwei Kaninchen erhielten in Abstinden von je 6 Tagen je 3 ccm 
Koktoserum. 6 Tage nach der letzten Injektion ergibt die Blutent- 
nahme ein Serum, dessen Titer gegeniiber dem Antigen 1 : 10000 
betragt (vgl. Tabelle XVII). Da nach Obermayer und Pick diese pri- 
zipitierenden Sera nach langerer Behandlungsdauer stets auch mit 
genuinem Serum reagieren, so wurden keine weiteren Versuche zur 
Erlangung eines héheren Titers angestellt. Bei Priifung des Verhaltens 
des Koktoimmunserums gegeniiber genuinem und Protein X zeigt sich 
nun (vgl. Tabelle XVII), daB beide Proteine in glei¢her Weise keine 
Prizipitinreaktion mit demselben geben. Somit weist das Protein X 
auch in seinen Beziehungen zum Koktoimmunserum iibereinstimmendes 
Verhalten mit dem genuinen und differentes vom Koktoserum auf. 


Tabelle XVII. 


0,1 cem Koktoimmunserum auf 1 cem Eiwei®B-NaCl-Mischung. 





Verdiinnungen | . , Genuines 
mit 0,85 proz. NaCl Protein X | Koktoserum Albumin 
1.100 “ 4 
1. 1000 6 7] 

1. 10.000 i] x i] 
1.50000 ] a] “ 


Es scheint demnach nicht méglich, mit Hilfe der hier angewendeten 
physikalisch-chemischen und immunbiologischen Methodik wesentliche 
Unterschiede zwischen dem Protein X und seinem Ausgangsmaterial, 
dem genuinen Serumalbumin, aufzudecken. Die Ubereinstimmung 
ist vielmehr eine so weitgehende, daB, so lange keine neuen dagegen 
sprechenden Versuchsresultate vorliegen, an eine bestehende Gleichheit 
der beiden Proteine gedacht werden mu. Eine solche Gleichsetzung 
wiirde aber besagen, daB durch die vorgenommene Behandlung des 
hitzekoagulierten Albumins der ProzeB der Hitzeverinderung auf 
chemischem Wege reversibel gemacht worden ist, und zwar handelt 
es sich, da die Riickbildung auf einem anderen Wege zum Ausgangs- 
punkt zuriickgefiihrt hat, nach Pauli) um einen Fall von heterodromer 
Reversibilitat. 


1) Wo. Pauli, Kolloidchemie der EiweiBkérper. Dresden, Steinkopff, 
1920. 
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Die Hitzedenaturierung der EiweiBkérper gilt nach der allgemeinen 
Ansicht fiir irreversibel (vgl. Pauli), aber auch eine durch die Ein- 
wirkung chemischer Agenzien bewirkte, allgemein ausfiihrbare Riick- 
verwandlung ist nicht bekannt. 


So gibt Cohnheim an, daB koaguliertes Eiwei8 nicht ohne weiter- 
gehende Spaltung und nicht ohne Anderung seiner urspriinglichen Eigen- 
schaften gelést werden kann, sondern dauernd denaturiert bleibt. Die 
wenigen gegenteiligen Angaben, wie die von Corin und Ansiaux'), die 
iiberdies von Pauli*) widerlegt worden sind, und diejenigen von Michaelis 
und Rona*) beziehen sich meist auf das Anfangsstadium der Koagulation. 
So geben die letzteren Autoren an, da®8 nur kurz gekochtes Albumin, in 
HCl gelést, die Eigenschaft von genuinem Albumin besitze, d. h. bei iso- 
elektrischer Reaktion koaguliere, daB aber ein Kochen von mehreren 
Minuten geniige, um das Albumin irreversibel zu verandern. Hingegen 
muB nochmals darauf verwiesen werden, da8 das hier verwendete Albumin 
15 Minuten hindurch bei Siedehitze gehalten worden ist. Ebenso enthalt 
eine diesbeziigliche Angabe von Hoppe-Seyler nebst einer Einschrankung 
der Héhe der Denaturierungstemperatur eine solche iiber die Dauer ihrer 
Einwirkung. 

Im Gegensatz zu den oben vorgebrachten chemischen Ansichten 
iiber die Méglichkeit einer allgemein durchfiihrbaren Riickverwandlung 
des hitzedenaturierten Albumins in sein Ausgangsmaterial ist es 
interessant, festzustellen, da8 immunbiologische Erfahrungen bereits 


diese Deutung erfahren haben. 


Schmidt begniigt sich mit der Feststellung, daB ,,der Tierorganismus 
fahig ist, die durch Hitze, Alkalien, Enzyme veranderten, augenscheinlich 
bis zur vélligen Inaktivierung denaturierten EiweiBstoffe derartig zu ver- 
arbeiten, daB der Charakter der nativen Eiwei®k6érper wieder zum Aus- 
druck kommt‘, und méchte fast annehmen, daB8B im Tierkérper eine Art 
Regeneration der dem nativen EiweiB eigenen Gruppen stattfindet. So 
konnten Wells und Lewis*) zeigen, daB durch Hitze koaguliertes und ge- 
waschenes, also von anhaftenden, der Denaturierung entgangenen léslichen 
EiweiBteilen befreites Pferdeserum und ebensolches EiereiweiB, in die 
Bauchhéhle von Meerschweinchen gebracht, sich in geniigender Menge 
lésten, um die Tiere auch gegen homologes, nicht koaguliertes EiweiB zu 
sensibilisieren. Die beiden Autoren schlieBen daraus, daB die Hitze- 
koagulation wahrscheinlich reversibel sei, und daB ein so geléstes Eiweil 
nichts von seinem charakteristischen immunbiologischen Antigencharakter 
verloren habe. 


Im Zusammenhang mit den vorliegenden Befunden sei auf die 
Méglichkeit verwiesen, daB das nach linger dauernder Immunisierung 
mit gekochtem Eiwei8 auftretende Fillungsvermégen des Immun- 
serums gegeniiber dem genuinen homologen Protein (Pick und Ober- 
mayer), das als durch kumulative Wirkung von kleinen, der Hitze- 

1) Corin und Ansiaux, Bull. de Acad. roy. de Belg. 21. 
l. e. 


) 
7 
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denaturierung entgangenen Eiweibmengen bedingt gedeutet wurde. 
vielleicht ebenfalls auf einer im Tierorganismus stattfindenden 
teilweisen Riickverwandlung des denaturierten Proteins beruhen 
kénnte. 

Versuchen wir nun, das hier tiber das Verhalten von denaturiertem 
Albumin Festgestellte fiir eine Beurteilung der bei der Hitzedena- 
turierung am Eiweifmolekiil hervorgebrachten Veranderung heran- 
zuziehen, so ist es klar, dab die physikalisch-chemische Analyse weder 
direkte noch eindeutige Beweise fiir die Existenz einer bestimmten 
chemischen Verainderung geben kann. Auch soll das hier Vorgebrachte 
nur in Beziehung zu der in den einleitenden Worten dieser Arbeit 
gegebenen Alternative, ob der Vorgang der Hitzedenaturierung auf 
RingschluB oder Hydrolyse am EiweiBmolekiil beruhe, herangezogen 
werden. Nachdem nun hier gezeigt worden ist, daB <iie durch Hitze 
gesetzten Verinderungen durch kleine Laugen- oder Sauremengeo 
riickbildbar sind, scheint der Annahme eines bei Hitzeveranderung 
erfolgenden Ringschlusses mehr Wahrscheinlichkeit zuzukommen. 
Denn da die Wirkung dieser Zusitze, welche auch nach elektrodialyti- 
scher Beseitigung derselben bestehen bleibt, im Sinne einer Hydrolyse 
gedacht werden kann, so ware es immerhin méglich, wenn ein be- 
stehender Ringschlu8 durch dieselbe wieder gelést wird. Hingegen 
ist es nicht einzusehen, wie eine stattfindende Hydrolyse durch gewisse, 
ein Fortschreiten derse]ben begiinstigende Zusitze zum urspriinglichen 
Ausgangszustand zuriickgefiihrt werden kann. Die vorliegenden Befunde 
scheinen demnach fiir die Auffassung zu sprechen, daB die bei der 
Hitzedenaturierung des Preteins auftretende Veranderung auf cinem 
Ringschlu3 der endstindigen Gruppen beruhe. Ob nun die nach- 
gewiesene Empfindlichkeit des hitzegefillten Albumins gegeniiber 
denaturierenden Einfliissen relativ gréBerer Alkalimengen — analoge 
Versuche mit genuinem Albumin zeigen nach Elektrodialyse keine 
Veranderung desselben — auf den besonderen, durch den hypothetischen 
RingschluB allein bedingten Eigenschaften des hitzedenaturierten 
Albumins beruht oder durch andere, ebenfalls bei geringfiigiger Hydro- 
lyse riickgingig zu machenden Veranderungen bedingt sind, kann 
hier nicht entschieden werden. 

Nicht uninteressant erscheinen die vorstehenden Betrachtungen 
iiber die wahrscheinliche Art der Verinderungen am _ Eiweifmolekiil 
durch Hitzeeinwirkung und die Riickverwandelbarkeit unter Laugen- 
eventuell Siurezusatz fiir die Beurteilung des Albumins als prazipitable 
Substanz. 

Aus dem hier vorgebrachten Material ist jedenfalls hervorgegangen, 
daB die spezifische Prazipitierbarkeit des Serumalbumins Veranderungen 
durchmacht. Diese verlaufen zu den Modifikationen parallel, welche 
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dieses Protein unter dem EinfluB der Hitzeeinwirkung und der 
Prozesse, die zum Verschwinden derselben fiihren, durchmacht. Obwoh! 
man nicht mit voller Sicherheit zu entscheiden vermag, ob die Ver- 
inderungen der spezifischen Prazipitierbarkeit und die Léslichkeit 
des hitzegefallten Albumins durch dieselbe Modifikation am Eiweil- 
molekiil hervorgerufen werden, so lassen die vorliegenden Erfahrungen 
wohl die Auslegung zu, daB beim Erhitzen des Albumins die sonst mit 
dem Prazipitin unter Fallung reagierenden Gruppen nicht zerstért, 
sondern auch fiir das letztere unangreifbar gemacht worden sind '). 

Diese die Inaktivierung der prizipitablen Substanz bedingende 
Verinderung wire demnach auf chemischem Wege riickgingig zu 
machen. Aus diesen Betrachtungen diirfte hervorgehen, daB die Ver- 
suche, die Stelle der einsetzenden Hitzeverainderung am EiweiBmolckiil 
zu lokalisieren, gleichzeitig imstande waren, uns iiber diejenigen Gruppen 
desselben aufzuklaren, welche sich an der spezifischen Prizipitation 
beteiligen. 

SchlieBlich sei hier noch auf die im Zusammenhang mit der Dar- 
stellung ,,kiinstlichen Globulins* aus Albumin interessierende Tatsache 
hingewiesen, daB bei der Denaturierung des hitzekoagulierten Albumins 
mit Lauge oder Saiure, bei Verwendung relativ geringer Mengen der 
letzteren salzlésliche Produkte erhalten werden kinnen, wahrend das 
bei erhéhtem Alkalizusatz erzielte salzunlésliche Produkt als Alkali- 
albuminat aufgefaBt wird. Starke?) und Moll*) haben unter gewissen 
Verhaltnissen, naimlich bei kombinierter Alkali- und Warmecinwirkung, 
das Entstehen salzléslicher Produkte beschrieben und dieselben als 
Globuline angesprochen. Ohne nun auf die Frage der Globulinbildung 
hier naher einzugehen zu wollen (welche an anderer Stelle ausfiihrlich 
beriicksichtigt werden soll), sei nur das Phinomen selbst erwihnt. Die 
vorliegenden Versuche haben die Mollschen Resultate am _ Ser- 
albumin insofern bestatigt, als dieser Autor zum Entstehen des von 
ihm beschriebenen Produkts sowohl Hitze- als Alkalieinwirkung fiir 
erforderlich hilt. Sie zeigen aber, daB die Hitze von der Alkaliwirkung 
getrennt werden kann und daB durch Reaktion des hitzegefillten 
Produkts mit wechselnden Alkalimengen alle Stadien von einem wasser- 
léslichen, von dem urspriinglich genuinen Ausgangsmaterial nicht 
unterscheidbaren Protein itiber salzlésliches Material zu salzunléslichen 
Produkten fiihrt. Da die in letzterem Falle verwendeten Laugen- 
mengen genuines Albumin bei Zimmertemperatur vollstandig un- 


') Inwiefern cdieselben den labilen Gruppen Hisenbergs, Zentralbl. f. 
Bakt. 31, 1902, entsprechen, kann hier weiter nicht entschieden werden. 

2) Joh. Starke, Zeitschr. f. Biol. 40, 494, 1900. 

3) L. Moll, Hotmeisters Beitr. 7, 311, 1905. 
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verandert lassen, so ist es fraglich, ob das bei Behandlung von hitze- 
verindertem Albumin entstandene salzunlésliche Produkt als Alkali- 
albuminat im gewoéhnlichen Sinne anzusprechen ist und ob man 
auBerdem berechtigt ist, die salzlésliche Fraktion, wie es z. B. Moll 
getan hat, als selbstindigen EiweiBkérper herauszugreifen. Woh! 
erscheint derselbe in dem vorliegenden besonderen Falle als Zwischen- 
stufe zwischen wasserlislichem und unléslichem Protein. Doch ge- 
statten die vorliegenden, im Rahmen der Globulinuntersuchungen zu 
erginzenden Befunde vor der Hand nur die Feststellung, daB auBer 
den Globulinen unter quantitativ bestimmbaren Voraussetzungen 
auch Derivaten des _ hitzekoagulierten Seralbumins Salzléslichkeit 
zukommt. . 

Ill. 

Zu ahnlichen Ergebnissen haben auch die Untersuchungen am 
hitzegefillten Hialbumin gefiihrt. 

Es war naheliegend, die vorgebrachten Versuche an hitzegefalltem 
Seralbumin durch entsprechende am Eialbumin zu erganzen. Unter 
Beobachtung des gleichen Laugen-EiweiSverhiltnisses wurde hitze- 
gefilltes Eialbumin ohne vorheriges Trocknen desselben unter zweimal 
zehnstiindigem Schiitteln teilweise gelést. Der Trockengehalt dieser 
Lésung betrug 1,7 Proz., dieselbe war wohl im Gegensatz zum ent- 
sprechenden Seralbuminpraparat triibe und nur in diinnen Schichten 
durchscheinend, aber vollkommen stabil. Elektrodialysiert fiel das 
EiweiB jedoch quantitativ aus, desgleichen bei Neutralisation. Das 
Entstehen einer wasserléslichen Modifikation des hitzegefillten Ei- 
albumins bei der Behandiung n,it Lauge konnte somit im Gegensatz 
zum Seralbimin unter den gleichen Versuchsbedingungen nicht 
beobachtet werden. Hingegen zeigte das hitzegefillte Eialbumin in 
alkalischer Lésung nach Neutralisation desselben in Gegenwart von 
SalziiberschuB8 das typische Verhalten von Globulinlésungen unter 
gleichen Verhiltnissen. So werden die Salzlésungen von hitzever- 
aindertem Eialbumin durch Verdiinnung mit Wasser ebenso gefiilt 
wie die entsprechenden Globulinlésungen, desgleichen durch Einleiten 
von CQO,, durch Zusatze von HCl, die zur Wiederlésung nicht ausreichen. 
Drittelsattigung mit (NH,),SO, ruft weitgehende, Halbsattigung voll- 
staindige Fallung hervor. 

Die Ubereinstimmung im Verhalten des Globulins und des hitze- 
gefillten Ejialbumins erstreckt sich auch auf die Verainderung der 
potentiometrisch gemessenen H-lonenkonzentration in Salzlésungen 
bei steigender Verdiinnung. Wéahrend bereits in dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte, daB Seralbumin unter entsprechenden Versuchs- 
bedingungen eine Verminderung der H-lIonen aufweist, nimmt in 
n/10 KCl-Lésungen des hitzeverinderten Eialbumins die Aciditat 
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ebenso zu, wie in den beziiglich ihres Salzgehalts vergleichbaren Globulin- 
lésungen. In Tabelle XVIII sind zur leichteren Vergleichbarkeit zwei 
solche Verdiinnungsreihen nebeneinander gestellt, auBerdem werden 
noch Versuche gebracht, in welchen die EiweiBikonzentration konstant 
gehalten wurde. SchlieBlich geht aus der letzten Versuchsreihe, der 
eine ahnliche in Globulin VII") entspricht, hervor, daB die beobachtete 
Erscheinung nicht allein durch die relativ. hohe Salzkonzentration 
bedingt ist, sondern von der exakten Neutralisation des Na-Proteins 
zu seiner Neutralsalzverbindung abhangig ist. 


Tabelle XVIII. 





a a 0.2n K Cieh- 0,0008 n Nashs-ki- 
bg me pg a 0,1n KCl-Globulin Ejialbumin 20mal mit albumin + KCI, Salz- 
= 0,2 KCl verdiinnt endkonz. 0,102n 


| 
Cy=5,3. 10-6 Cy=5,76,.10-* | Cy=2,13.10-6 Cy=1,18.10-* 
1:1 Cy=7,28.10-§ | Cy=7,79.10-* Cy=9,65. 10-7 
1:3 | Cy=8,88.10-* Cy ")=9,39.10-¢ 
1:7 Cq=4,92.10-7 
1:19 |Cq™)=1,17.10-5 
*) Beginnende Fallung. — **) In der tberstehenden klaren Fliissigkeit. — ***) h = hitzes 
verandertes. 


SchlieBlich konnte noch gezeigt werden, daB hitzeverindertes 
Eialbumin in KCl-Lésungen ein ganz ahnliches Verhalten bei Uber- 
fiihrungsversuchen im elektrischen Strome aufweist wie Globulin 
unter vergleichbaren Verhiltnissen. Wie dieses wandert das hitze- 
veriinderte Eialbumin kathodisch (vgl. Tabelle XIX). Aus dem hier 
Vorgebrachten wiirde danach hervorgehen, daB die Ubereinstimmung 
im Verhalten von Globulin und hitzegefiiltem Albumin sich recht 
weitgehend auf das physikalisch-chemische Verhalten derselben bei 
Anwesenheit von Neutralsalz erstreckt. Auf die Bedeutung dieser und 
aihnlicher Erscheinungen ist bereits an anderer Stelle dieser Arbeit 
eingegangen worden, auf welche hier verwiesen wird. 


Tabelle XIX. 


EiweiBtrockengehalt in allen Versuchen 0,85 Proz. 





ou e.... Versuchsanordnung Wanderungssinn Anmerkung 


02n KCl. . Uberschichtet mit 02n KCl K-+A— . - 
00—60’ | Nachweis 


- i durch 
02n KCl. . Wie oben 38’ K+A— eet 
O1n KCl. . | Uberschichtet mit 0,1n KCI,| K+A— | Sulfosalicyl- 

50—30' sess as 


1) M. Spiegel-Adol/, Kolloidchem. Beih. 21, 241, 1926. 
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Starke hat, wie oben bereits erwaihnt worden ist, gezeigt, daB Erhitze:, 
von HiihnereiweiB unter Beobachtung gewisser Bedingungen, als da sind 
sehr geringe Salzkonzentration, leicht alkalische Reaktion und Erwarmuny 
auf 56° zum Entstehen eines globulinahnlichen Produktes fiihrt. Von dieser 
hebt nun Starke besonders hervor, daB es noch kein koaguliertes Eiwei® ist 
(nach der Léslichkeit), wohl aber durch Erhitzung auf 95° mit Neutral! 
salzen seine Léslichkeit in Sauren oder Alkalien verliert. Es konnte nun 
gezeigt werden, daB die gleiche Erscheinung zu beobachten ist, wenn das 
Eialbumin mit geringen Mengen von (NH,).SO, erhitzt wird. Dann wird 
ein Produkt gebildet, das in n/100 NaOH unldslich ist. 

Aus dem hier Vorgebrachten geht einerseits die Ahnlichkeit des 
Verhaltens der Lésungen des hitzegefallten Albumins mit den Starke. 
schen Kérpern hervor, andererseits scheint Neutralsalzgegenwart nicht 
nur fiir das Zusammentreten von denaturierten Eiweibteilchen, sondern 
auch fiir die Beschaffenheit des bei der Hitzeeinwirkung entstehenden 

. . . . . ° 
Koagulats von Bedeutung zu sein, was in guter Cbereinstimmung zu 
den diesbeziiglichen Untersuchungsergebnissen am Globulin steht. 


IV. 

Im folgenden seien einige Versuche wiedergegeben, die zu dem 
Zwecke angestellt worden waren, um die Frage der Hitzeverainderung 
von Serum- und Ovalbumin in Laugen- oder Sauregegenwart mit und 
ohne Salzzusatz zu untersuchen. Schon in der Mitteilung iiber die 
Hitzeveranderung des Globulins war auf die Diskrepanz zwischen den 
diesbeziiglichen Resultaten am Globulin und den in der Literatur 
niedergelegten Erfahrungen am Siaure- und Laugenalbumin hingewiesen 
worden. Wiahrend neutrale Lésungen von Saure- oder Laugenglobulin 
nach dem Erhitzen und Neutralisieren keine physikalisch-chemisch 
faBbaren Verinderungen aufwiesen, fabt Cohnheim die Ergebnisse von 
Starke, Pauli und besonders Erb!) dahin zusammen, da} ,, Denaturierung 
der EiweiBkérper durch Erhitzen bei jeder Reaktion mit und ohne 
Salze eintritt, daB aber die Schicksale des entstandenen denaturierten 
Eiweibes verschieden seien“. Nachdem nun die Frage nach der Hitze- 
veranderung der Proteinsalze, wie aus der erwahnten friiheren Mitteilung 
hervorgegangen ist, von Bedeutung fiir die Auffassung der Hitze- 
veranderung am Eiweibmolekiil geworden ist, mubten entsprechende 
Versuche auch am Albumin ausgefiihrt werden. 

Da bekanntlich die Reaktionsprodukte zwischen Albumin und 
Sauren und Alkalien unter vergleichbaren Verhaltnissen verschieden 
sind, soll im folgenden das Verhalten von Albumin beim Erhitzen bei 
saurer und alkalischer Reaktion zunichst getrennt behandelt werden. 
Es erfolgt zunichst die Besprechung der Experimente am _ Ser- 
albumin. 


1) Erb, Zeitschr. f. Biol. 41, 309, 1901. 
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In allen Versuchen wurde das Albumin mit dem betreffenden Elektro- 
lyten auf dem Drahtnetz 10 Minuten hindurch zum Kochen erhitzt, als 
Indikator fiir eine etwa stattgehabte Verainderung des Proteins wird die 
Wasserléslichkeit desselben nach elektrodialytischer Entfernung des ur- 
spriinglichen Elektrolytzusatzes verwendet. Nachdem in Kontrollversuchen 
gezeigt werden konnte, daB genuines Albumin bei der gleichen Behandlung 
unveraindert bleibt, erscheint diese Methode der von Michaelis verwendeten 
Neutralisation und MHerbeifiihrung isoelektrischer Reaktion  iiberlegen. 
Denn dieser Autor weist selbst auf die Méglichkeit einer Beeinflussung 
der nach seinem Verfahren erzielten Resultate durch die Gegenwart von 
Neutralsalzen hin. Und der oben erbrachte Nachweis von der Existenz 
salzléslicher EiweiBkérper bei der Behandlung von _ hitzekoaguliertem 
Albumin mit Lauge scheint diesen Verdacht zu bekraftigen. 

Bei konstantem Albumingehalt wurde zunichst jene Salzsiure- 
menge bestimmt, welche imstande ist, sichtbare Verinderungen des 
Eiweibes beim Kochen zu verhindern. Fiir die eigentlichen Versuche 
wurden jedoch auBer diesen Minimalquantitaten Siuremengen  ver- 
wendet, die nach friiheren Erfahrungen am Laboratorium noch gerade 
von der anwesenden EiweiBmenge gebunden werden. Es geschah dies, 
um einen etwaigen EiweiBiiberschuB zu vermeiden und Verhaltnisse 
herzustellen, die mit denjenigen der Globulinsalze vergleichbar scheinen. 
Um aber auch den méglichen EinfluB von im SaureitiberschuB ge- 
bundener Saure und freier H-lonen festzustellen, wurde die Saure- 
konzentration variiert. Nebst HCl wurden, um fiir Sauren allgemein 
giltige Resultate zu gewinnen [vgl. Globulin I1')], auch H,SO, und 
CH,COOH herangezogen. Die so gewonnenen Resultate sind in 
Tabelle XX zusammengestellt. Aus denselben ist zu entnehmen, dab 
in keinem der untersuchten Fille das in Sauregegenwart gekochte 
Albumin vollstiindig in eine wasserunlésliche Modifikation tibergefiihrt 
wird. Mit zunehmender Saurekonzentration nimmt die Menge der- 
selben ab, um bei weiterem Saurezusatz wieder zuzunehmen. Im 
experimentell bestimmten Minimum des wasserunliéslichen Proteins 
sind mehr als 90 Proz. des Ausgangsmaterials wasserléslich und hitze- 
koagulabel*). Versuche mit H,SO, und CH,COOH zeigen ein ahn- 
liches Verhalten. Bei Neutralisation der erhitzten sauren Lésung nach 
vollstandiger Abkihlung tritt erst nach einigen Stunden eine wahr- 
nehmbare Triibung auf, welche jedoch in der héchsten verwendeten 
Siurekonzentration ausbleibt. Vielleicht geniigt die bei der Neu- 
tralisation gebildete Salzmenge, um das wasserunliésliche Produkt 
in Lésung zu erhalten; dies ist um so leichter annehmbar, da die ver- 


1) M. Adol/, Kolloidchem. Beih. 18, 223, 1923. 

2) In der nach AbschluB dieser Untersuchung mir bekannt gewordenen 
Arbeit von Wu, Hsien und D. Y. Wu findet sich die Angabe, daB 0,5 proz. 
Pferdeserum, mit 0,05n HCl erhitzt, der Denaturierung entgehe, indem 
es wieder hitzekoagulabel gemacht werden kann. 
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wendete Eiweibkonzentration eine niedrige ist. Diese bereits von 
Michaelis und Rona gemachte Annahme wird noch durch die Tatsache 
unterstiitzt, daB Neutralsalzzusitze die Fillung in den niederen Siure. 
konzentrationen bei Neutralisation zu verhindern vermag. Dies 
Ergebnisse zeigen einerseits eine gewisse Ubereinstimmung mit den 
Befunden von Michaelis und Rona, wonach Albumin, in Gegenwart 
stirkerer Sauremengen erhitzt, kein Neutralisationsprazipitat gibt. 
Andererseits sind sie vereinbar mit den Erfahrungen iiber die Her- 
stellung von Acidalbumin'). In einer friiheren Mitteilung wurde an- 
gegeben, daB bei Verwendung einer Salzsiure von 0,04 n Endkonzen- 
tration und einem EiweiBgehalt von iiber 1 Proz. nach Erhitzen, 
Neutralisieren und Abfiltrieren des Niederschlags, bei neuerlichem 
entsprechenden HC]-Zusatz der Prozef zwei- bis dreimal wiederholt 
werden konnte, bis das gesamte lésliche EiweiB in Acidalbumin ver- 
wandelt war. 
Tabelle XX. 


Urspriingliche Albuminkonzentration iiberall 0,53 Proz. 





0,0013 n 0,0026 n 0,005n 0,01 n 0,02 n 0,04n 

oc t— r Pon’ cs as r na at 

$2 32 3232 22\23 22 37 22 37 22 $F 

22 s—E 22/85 23/85 22 wi 23 we 23 yt 

$2 £2 82 \f2e 85 \/2F 82 Ff 24 FF BS EF 

2“ 68) S< Es) Se [e§ ise 2S) Sc as Be ES 
ON es 0,15 28 |0,44/ 83 0,49 92/04 75 03 56 
H,SO,... .|| 0,40 77 | 04 75 
CH,COOH .| 104 75 


Dennoch diirfte im Hinblick auf die oben registrierten Erfahrungen 
die hier angegebene Fallung des Acidalbumins mittels Elektrodialyse 
dem iiblichen Neutralisationsverfahren vorzuziehen sein. Gleichzeitig 
bietet diese Ubereinstimmung zwischen den vorliegenden, an reinstem 
Albumin gewonnenen Resultaten mit den friiheren, zu welchen weit- 
gehend dialysiertes, durch Jahre abgelagertes Rinderserum verwendet 
worden ist, eine gewisse Gewihr dafiir, daB die Erscheinung der Acid- 
albuminbildung nicht etwa ausschlieBlich durch Globulinreste in der 
Lésung vorgetiuscht wird. 

Versuchen wir nun, die vorliegenden Resultate mit den ent- 
sprechenden am Globulin zu vergleichen, so zeigt sich, daB dieselben 
eine gewisse Ubereinstimmung aufweisen. Bei einem Verhiltnis zwischen 
Albumin und HCl, welches nach den Ergebnissen von Manabe und 
Matula*) der Zusammensetzung eines neutralen Salzes insofern ent- 


1) M. Adolf und E. Spiegel, diese Zeitschr. 104, 175, 1920. 
2) K. Manabe und J. Matula, ebendaselbst 52, 369, 1913. 
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spricht, als praktisch die gesamte HCl gebunden erscheint, bei welchem 
aber kein Eiwei®iiberschu8 anzunehmen ist, da weiterer HC1-Zusatz 
zu einem Anstieg der H-lonen fiihrt, weisen 90 Proz. des EiweiBes 
beim Gekochtwerden keine nachweisbaren Veriinderungen auf. Die 
bei geringeren und héheren Saurekonzentrationen beobachtete Zunahme 
des bei der Denaturierung auftretenden wasserunléslichen Produkts 
steht in keinem Gegensatz zu den am Globulin gemachten Befunden, 
die unter anderen, zum Teil durch die Verwendung wasserunldéslichen 
Proteins gegebenen Bedingungen ausgefiihrt worden sind. So kann 
das Entstehen gréBerer Mengen unléslichen Proteins bei Verwendung 
niedriger Siurekonzentrationen dadurch erklirt werden, da noch nicht 
alle endstindigen NH,-Gruppen mit Saure verbunden und daher der 
Hitzeeinwirkung zugiinglich sind, wahrend das wasserunlésliche Globulin 
nur als Siuresalz der Hitzeeinwirkung unterworfen werden konnte. 
Die Zunahme des wasserunléslichen Anteils bei Verwendung héherer 
Siurekonzentrationen, welche beim Globulin nicht herangezogen 
worden sind, miiBte als Folge der Einwirkung hoher Temperatur bei 
SiuretiberschuB auf das Albuminsalz gedeutet werden. 

Es diirfte nach dem Gesagten nichts im Wege stehen, die dem 
Verhalten des neutralen Globulinchlorids beim Erhitzen gegebene 
Deutung auch auf das Albumin unter vergleichbaren Umstiinden zu 
iibertragen und anzunehmen, daf auch beim Albumin, das Auftreten 
ionogener endstindiger Gruppen durch Saéurebindung nicht nur das 
Sichtbarwerden, sondern den Eintritt von Veriinderungen iiberhaupt 
beim Erhitztwerden verhindert. 

Erhitzen wir nun Albumin in NaOH-Gegenwart bei mit der obigen 
genau vergleichbarer Versuchsanordnung, so zeigt sich insofern eine 
weitgehende Ubereinstimmung mit den Siurealbuminversuchen, als 
auch bei einem bestimmten Verhaltnis zwischen Lauge und Albumin 
das letztere beim Erhitzen wenigstens teilweise der Denaturierung 
entgeht. Wiahrend jedoch beim Siurealbumin das Konzentrations- 
bereich der Saure, innerhalb welcher noch wasserlésliches Albumin 
nach dem Erhitzen erhalten wird, relativ breit ist, es erstreckt sich 
von etwa 0,001 n bis iiber 0,04 n hinaus, ist die entsprechende Zone beim 
Laugenalbumin betrichtlich enger. Bei gleicher EiweiBikonzentration 
vermag 0,001n NaOH die Hitzeverinderung des Albumins beim 
Sieden nicht ginzlich aufzuhalten, und schon bei 0,003 n Endkonzen- 
tration ist der gréBte Teil des Albumins wasserunléslich geworden. 
Bei einer Laugenkonzentration, die von der anwesenden Eiweifimenge 
volistindig gebunden wird, erfahrt das gesamte Albumin beim Erhitzt- 
werden derartige Verinderungen, daB dasselbe bei der nachfolgenden 
Elektrodialyse vollstandig ausfillt. Steigende Laugenmengen andern 
nichts an diesem Verhalten (vgl. Tabelle XX1). 
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Tabelle XX1. 


0,53 proz. Albuminendkonzentration. 





Na OHskndkonzentration ” 0,001 n 0,002 n 0,003 n 0,005n 0,02n 0,05 


Verhalten beim Sieden x +4 ”“ “" “7 “" " 
Gekocht und _= elektro- 


dialvsiert 0,36 Proz. ~O.01Proz. volist. Fallung 


wasserlés!. wasserlésl. 


Die Schmalheit des die Albumindenaturicrung teilweise  ver- 
hindernden Laugenkonzentrationsbereichs erklart z.B. die Angal« 
von Michaelis und Rona, daB nur Saure-, nicht aber Laugenzusatz 
bei nachtriglicher Neutralisation unter gewissen Verhaltnissen zu 
einem wasserléslichen Produkt fiihren kann. Beziiglich des Umstands, 
daB Wasserunléslichwerden des Albumins schon bei Laugenkonzen- 
trationen auftritt, die noch praktisch vom Albumin vollstindig ge- 
bunden werden, sei darauf hingewiesen, da Pauli!) zum Tei! nach 
Versuchen tiber Methylierung von Eiweibkérpern auber den freien 
Carboxylgruppen, besonders die Peptidbindung als Stellen der Laugen- 
fixierung annimmt. Die obigen Versuchsergebnisse wiirden dann dic 
Deutung erfahren, daB auch beim Laugenglobulin die ionogene Bindung 
der endstandigen Gruppen die Hitzeverinderung verhindern kann, dab 
aber Zusatz weiterer Laugenmengen, trotzdem dieselben vom Albumin 
weitgehend gebunden werden, beim Erhitzen ein Unléslichwerden 
desselben bewirken. Es wurde versucht, diese UCherlegungen durch 
weitere Versuchsergebnisse zu stiitzen. 

Den zu diesen Zwecke ausgefiihrten Experimenten lagen folgende 
Uberlegungen zugrunde: Bedeutet das Unléslichwerden des in Laugen- 
gegenwart erhitzten Albumins, daB ionogene Bindung der endstiandigen 
Carboxylgruppen nicht imstande sei, die Hitzeverinderung des Albumins 
zu verhindern, so miiBte das so entstandene Produkt identisch sein 
mit demjenigen, welches unter quantitativ genau vergleichbaren Ver- 
haltnissen bei der Behandlung von hitzekoaguliertem Albumin mit 
NaOH entsteht. Der entsprechende Versuch — Erhitzen zum Sieden 
von Albumin mit Laugenzusatz, Abkihlen, Neutralisieren mit HC!l, 
Abfiltrieren des Niederschlags, Waschen und Auflésen desselben in 
NaOH — zeigte nun, daB das so entstandene Produkt bei nachfolgender 
Elektrodialyse quantitativ ausfiel, wahrend die Lésung eine ent- 
sprechende Menge von hitzekoaguliertem Albumin in Lauge zu 72 Proz. 
wasserlésliches Protein enthie!t. Es muB somit angenommen werden, dal 
selbst in Abwesenheit freier Hydroxylionen es beim Erhkitzen von 


1) Ll. ec. 
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Albumin mit Lauge zu einer von einfacher Hitzedenaturierung ver- 
schiedenen Verinderung des ersteren, etwa im Sinne einer Alkali- 
albuminatbildung kommt. Bis zu einem gewissen Grade bleiben jedoch 
die Versuche am Laugenalbumin mit den entsprechenden am Siure- 
albumin und mit den Globulinversuchen vergleichbar. Sie diirften 
aber auch nicht geeignet sein, einen Einwand gegen den hier als méglich 
angenommenen Mechanismus der Hitzeverinderung am EiweiB zu 
bilden. 

Hingegen zeigten entsprechende Versuche am Eialbumin, deren 
Ergebnisse in Tabelle XXII zusammengestellt worden sind, daB dieser 
Kérper ein vom Seralbumin verschiedenes Verhalten aufweist. 
Schon in jenen Sauren- und Laugenkonzentrationen, bei welchen, 
entsprechend friitheren Erfahrungen in den betreffenden Eialbumin- 
lésungen die Menge der freien H- bzw. OH-lonen noch gering ist, 
erweist sich das gesamte Albumin nach Erhitzen und Elektrodialyse 
als wasserunlislich. 


Tabelle XXII. 


1,2proz. Eialbuminendkonzentration. 





HCl-Endkonzentration. ...... 0,0025n 0,005 n 0.01 n 
Verhalten beim Sieden. ...... x x 6 6 
Gekocht und elektrodialysiert .. . volistandige Fallung 
NaOH-Endkonzentration. ..... 0,003n 0,004 n 0,005 n 
Verhalten beim Sieden. . Shr de 


. 6 0 0 
Gekocht und elektrodialysiert volistandige Fallung 


Zum Vergleich wurden die entsprechenden Untersuchungen auch 
am Ejialbumin mit den gleichen Sauren- und Laugenzusiitzen aus- 
gefiihrt. Nachdem bei dieser Versuchsanordnung das Eialbumin wasser- 
léslich blieb, erscheint es nicht berechtigt, die obigen Versuchsergebnisse 
etwa als Wirkung der Elektrodialyse aufzufassen. 


Die bereits bei der Hitzefillung im elektrolytfreien Medium in 
der Verschiedenheit des Koagulats zutage getretenen Differenzen im 
Verhalten des Ser- und Ovalbumins kommen ebenfalls bei dem 
Vorgang der Hitzeverinderung in Saure- und Laugengegenwart zur 
Beobachtung. 

Dabei muB aber festgestellt werden, daB das in Gegenwart von 
Saure und Lauge erhitzte Eialbumin sich durch seine mangelnde Salz- 
léslichkeit bei Neutralisation von dem im elektrolytfreien Medium 
hitzegefallten Albumin merklich unterscheidet (Tahelle XXIII 
und XXIV). 
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Tabelle XXIII. 
| proz. Kialbumin-Endkonzentration, mit Saure gekocht und neutralisiert 
H Cl-Endnormalitat 0,01 n 0,02n 0,03 n 
K Cl-Endkonzentr. 0 On 0 O.1n 0 Olan 
x & & xx & ot 30 3 x « x <i x x 


Tabelle XXIV. 


lproz. Eialbumin-Endkonzentration, mit Lauge gekocht und neutralisiert. 





Na OH-Endnormal. 0,004 n 0,005 n 0,010 


K CL-Endkonzentr. 0 01n 0 0,16n 0 0,33 
x XxX X x X &X x X X x xX X x x X x 


Erginzend zu den bereits an mehreren Stellen erwahnten Ver- 
suchen tiber die Salzléslichkeit verschiedener Produkte der Hitze- 
fallung an Proteinen wurde auch das entsprechende Verhalten von 
Pferdeserumalbumin nach dem Kochen mit steigenden Siure- und 
Laugenkonzentrationen untersucht. 


Tabelle XXV. 


0,2 proz. Serumalbumin-Endkonzentration, mit Saéure gekocht und 
neutralisiert. 





H Cl-Endnormalitét 0,01 n 0,02n 0,05n 





K Cl-Endkonzentr. co) 0,1n co) “| 0.10 ” Oln 


6 0 t ++ | “ coe X 0 


Aus Tabelle XXV geht hervor, daB in den niedrigsten Mengen 
der HCl-Konzentration bei Neutralisation die Lésung éuBerlich un- 
verindert bleibt. Im Zusammenhang mit den obigen Untersuchungen 
und der geringen, durch Saurekonzentration entstandenen Salzmenge 
wird diese Erscheinung darauf zuriickgefiihrt, daB bei den gewahlten 
Versuchsbedingungen der gréBere Teil des Albumins der Denaturierung 
entgangen ist. Bei steigendem Siuregehalt hingegen verhindert nur 
Zusatz von Neutralsalz das Ausfillen des bei der Elektrodialyse sich 
als wasserunléslich erweisenden Acidalbumins, das sich somit als 
neutralsalzléslich herausstellt. 














Tabelle XX VI. 
0,2proz. Serumalbumin-Endkonzentration, mit Lauge gekocht und 
neutralisiert. 
Na OH-Endnormalitit . 0,01n 0,020 00n | 0,050 
K Cl-Endkonzentration Cf) O11 C) 0,1n ” | 0,1n e | On 


K++4+ixxx +4 xxx! +4] xx 


| ; 
|++ xxx 
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Ein ganzlich verschiedenes Verhalten charakterisiert dagegen das 
Laugenalbumin. Aus den in Tabelle XXVI zusammengestellten Ver- 
suchen wird ersichtlich, daB bei Verwendung steigender Mengen Lauge 
unter Entwicklung von H,S beim Kochen Alkalialbuminate entstehen, 
zu deren In-Lésunghalten schlieBlich die bei der Neutralisation der 
Lauge entstehenden Salzkonzentrationen geniigen. Erhitzt koagulieren 
diese Lésungen erst wieder bei Salzzusatz und fallen erst bei Elektro- 
dialyse quantitativ aus. Erfolgt jedoch die Neutralisation in Gegenwart 
von 0,1 n Endkonzentration KCl, so wird das Alkalialbuminat im 
Gegensatz zu den tibrigen salzléslichen Proteinen gefillt. Diese Fallung 
ist in reinem Wasser nicht wieder léslich. 

Die betreffenden Untersuchungen  sollen seinerzeit fortgesetzt 
werden. 

V. 

Da somit die Feststellung der fehlenden Verinderung des in seinen 
annihernd neutralen Verbindungen mit Saure oder Laugen erhitzten 
Serumalbumins trotz komplizierender Reaktionen erkennbar erscheint, 
so muBte auch der EinfluB untersucht werden, den Neutralsalzzusatz 
angeblich auf das Manifestwerden von stattgehabten Denaturierungen 
ausiibt. Zum Vergleich wurden die entsprechenden Versuche auch 
am Eialbumin ausgefiihrt. 

Beziiglich des Albumins gilt die Anschauung, dab beim Erhitzen 
desselben mit Saure oder Alkali es in jedem Falle zu einer Verinderung 
des Proteins kommt, ein Ausfallen desselben durch die Saure- oder 
Laugengegenwart gehemmt wird, diese Hemmung durch die Anwesen- 
heit von Neutralsalzen mehr oder weniger aufgehoben wird. Einer 
méglichen Verallgemeinerung dieser Ansichten auf den Mechanismus 
der Hitzeverinderungen bei den iibrigen EiweiBkérpern wurde auf 
Grund der Versuche am Globulin entgegengetreten. Nachdem mit 
denselben der Nachweis erbracht worden war, dai} Globulin, in seinen 
Laugen- und Saureverbindungen erhitzt, keine physikalisch-chemisch 
nachweisbaren Verainderungen erfihrt, konnte gezeigt werden, dab 
Salzzusatz nur dann wirksam im Sinne einer Niederschlagsbildung 
beim Kochen ist, wenn derselbe vor dem Erhitzen der Lésung erfolgt. 
Diese Erscheinung wurde dahin gedeutet, daB im Gegensatz zu den 
einfachen Globulinsalzen in wiisseriger Lésung Neutralsalzgegenwart 
in dem Zustand des Globulinsalzes solche Verinderungen hervorrufe, 
daB Hitzelabilitat entsteht, jedoch keine Anhaltspunkte biete, um beim 
Globulin eine Unterteilung der Hitzeverinderung in Denaturierung 
und Koagulation vorzunehmen. 

Entsprechend den komplizierten Verhaltnissen, welche Saure- und 
Laugenalbumin beim Erhitzen bieten, indem dieselben wasserlésliches 


11* 
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Albumin nebst Acid- oder Alkalialbumin, je nach den verwendete: 
Konzentrationen in wechselnden Verhiltnissen nebeneinander ent. 
halten, diirfte auch die Wirkung der Neutralsalze eine mehrfache sein. 
Es handelt sich erstens, festzustellen, ob das wasserlésliche Albumin 
nicht doch gegeniiber Neutralsalz Reaktionen aufweist, die von den- 
jenigen des genuinen verschieden sind, und zweitens zu ermitteln, ob 
das Acid- und Alkalialbumin, welches durch Saure oder Alkali in Lésung 
gehalten wird, durch Salzzusatz allein oder erst bei neuerlichem Er- 
hitzen in dessen Gegenwart gefillt wird. Um nun mdglichst iibersicht- 
liche Verhaltnisse zu gewinnen, wurden sowohl beim Saure- als auch 
beim Alkalialbumin Konzentrationen gewahlt, bei welchen entweder 
die wasserlisliche Albuminmenge oder die unldsliche Modifikation 
maximal war. Da entsprechende Salzbindungsversuche nur fiir KC! 
zur Verfiigung standen!) und eigene Untersuchungen auf diesem Gebiete 
auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit fielen, so wurde im Gegensatz 
zu den Globulinuntersuchungen nur dieses Salz herangezogen. Die 
so erhaltenen Versuchsresultate sind in Tabelle XXVII und XXVIII 
enthalten. 


Aus denselben geht zunichst hervor, daB in keinem Falle eine 
Fallung eintritt, falls der Salzzusatz nach erfolgtem Erhitzen und 
Abkiihlen erfolgt. Diese Ergebnisse sind einerseits in voller Uber- 
einstimmung mit der in diesen Untersuchungen gemachten Annahme, 
daB das nach dem Erhitzen wasserléslich gebliebene Albumin mit dem 
genuinen identisch sei, da auch dieses bei den verwendeten Salzkonzen- 
trationen keine Verinderungen aufweist. Andererseits zeigen diese . 
Versuche, da Acid- und Alkaliseralbumin sich Neutralsalz gegen- 
iiber ahnlich wie Globulin verhalten. Erfolgt jedoch der K Cl-Zusatz 
vor dem Erhitzen der Lésung, so tritt Fallung derselben unter be- 
stimmten Versuchsbedingungen ein, die entsprechend den Paulischen®) 
Befunden an Saurealbumin bei konstantem EiweifBgehalt von dem 
Salz: Saure- bzw. Salz: Laugenverhiltnis abhangig sind. Danach 
lassen sich die vorliegenden Versuchsergebnisse dahin zusammenfassen. 
daB der bei Salzzusatz beim Erhitzen erfolgende Fallungsmechanismus 
nicht auf dem Manifestwerden einer stattgehabten Denaturierung 
beruht, nachdem das Albumin iiberhaupt nicht verindert worden ist 
oder das veriinderte Produkt nicht durch Salzzusatz gefallt wird. Die 
fillende Wirkung von Salzgegenwart kann auch nicht allein auf der 
durch Salzgegenwart bedingten Anderung der H-Ionenaktivitat be- 
ruhen, da dieselbe in gleicher Weise beeinfluBt werden muB, ob nun der 
Salzzusatz vor oder nach dem Erhitzen erfolgt. Aus den gleichen 


') K. Manabe und Joh. Matula, |. c. 
2) le. 
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Griinden muB auch eine Er- 
klarung der Erscheinung durch 
die Entstehung einer unlés- pet 
lichen doppelsalzartigen Ver- <x) 
bindung zwischen dem Salze 
des denaturierten Albumins 
und dem Neutralsalz') ab- 
gelehnt werden. Die Versuchs- 
ergebnisse scheinen vielmehr 
darauf hinzudeuten, daB in 
Analogie zum Globulin zum 
Entstehen der Hitzefallung 
bei Neutralsalzgegenwart in 
Saure- und Alkalialbumin- 
lésung die erst durch den 
SalzeinfluB _ hervorgerufene 
Hitzelabilitat der Albumin- 
salze notwendig ist. Nach 
den hier beschriebenen Be- 
funden ist es daher auch beim 
Saure- und Laugenalbumin 
nicht méglich, in dem bis 
jetzt verwendeten Sinne von 
einer unter allen Umstanden 
in Saéure- und Laugengegen- 
wart stattfindenden Denati- 
rierung des Albumins und 
einem Manifestwerden  der- 
selben bei Salzzusatz zu spre- 
chen. Vielmehr konnte gezeigt 
werden, da bei geeigneter 
EiweiB- und Saure- oder 
Laugenkonzentration Ver- 
anderungen beim  Erhitzt- 
werden entweder  giinzlich 
ausbleiben oder die entsvehen- 
den Denaturierungsprodukte 
von denjenigen der reinen 
Hitzekoagulation verschieden 
sind. Da Salzzusatz nur vor 
der Erwarmung_ hinzugefiigt 
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fallend wirkt, so kann dessen Wirksamkeit nur als die Reaktion eine: 
dabei modifizierten Verbindung, nicht aber als Beweis einer statt- 
gefundenen Denaturierung gelten. Aber selbst das anderweitig nach- 
weislich verinderte Albumin wird bei der beobachteten Versuchs- 
anordnung durch Salzzusatz allein nicht gefallt, sondern koaguliert 
erst bei nochmaligem Erhitzen. Dieses letztere Verhalten scheint 
sogar fiir das Denaturierungsprodukt des Seralbumins charakteristisch 
zu sein. 


Tabelle XX1IX. 


|proz. Eialbumin-Endkonzentration in jedem Versuch. 











K Cl-Endkonzentration . . 8 0,16n 0,33n 05n 

= oe - y = Pp j a “| p | ij 6 pe — a Pp 
0,003n NaOH 1 ++ | 
0,005 n ia ee + 6 + 7] 
0,01n ‘ ee ” 4 + 4” 4 “ 


Tabelle XXX. 


lproz. Eialbumin-Endkonzentration in jedem Versuch. 








K Cl-Endkonzentration C) 0,025n 0,051 O01 n 0,35n 

iy * a te aed > ‘al P ee Pp - 4 pi a Sh 
0,002n HCl. . ++|— | | 

0005n , .. }o | 6 +++) o |+++\+++ 

001n ee J ” @ i+++) 0*) +4+4+4+4+ 


*) Jeder einfallende Salztropfen verursacht eine voriibergehende Triibung. 


Vergleichen wir nun mit den obigen Befunden diejenigen am 
Eialbumin (Tabelle XXIX und XXX), so zeigt sich zwar bei den 
Versuchen mit Laugen eine befriedigende Ubereinstimmung mit den 
entsprechenden Experimenten am Seralbumin. Salzzusatz erzeugt 
Fillung, falls er vor dem Erhitzen der Fliissigkeit erfolgt. Die GriBe 
seiner wirksamen Menge hingt von der vorhandenen Laugenkonzen- 
tration ab. Doch selbst in geringen, gerade zur Verhiitung einer sicht- 
baren Verinderung beim Erhitzen hinreichenden NaOH-Konzen- 
trationen reichen K Cl-Endnormen bis 0,5n, nach Erhitzen und Abkiihlen 
der Fliissigkeit zugesetzt, nicht aus, um eine Triibung derselben hervor- 
zurufen. Hingegen geht aus den an salzsauren Lésungen von Ovalbumin 
gemachten Versuchen hervor, daB bei diesem EiweifBsalz der Unter- 
schied der Wirksamkeit der vor und nach dem Erhitzen erfolgenden 
Salzzusatze nur ein quantitativer ist. Wahrend bei Verwendung relativ 
niedriger Salzmengen in vorher erhitzten Saurealbuminlésungen der 
einfallende Salztropfen eine sich in der iibrigen Fliissigkeit rasch lésende 
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Triibung hervorruft, verursachen héhere Salzkonzentrationen bei 
Konstanz des Sauregehalts Fillung, gleichgiiltig, ob sie nun vor oder 
nach dem Erhitzen zugesetzt werden. 

Vergleichen wir nun die Ergebnisse, welche die Untersuchung der 
Hitzeverinderungen am Globulin und am_ Seralbumin § gezeitigt 
haben, so zeigt sich trotz gewisser Differenzen eine weitgehende Uber- 
einstimmung und gegenseitige Ergianzung der Befunde; so konnte den 
Versuchsergebnissen beim Globulin zwanglos die Deutung gegeben 
werden, dab nur eine ionogene Bindung der endstindigen Gruppen 
und nicht etwa eine durch nur im Uberschuf existenzfihige Salzbindung 
vermittelte elektrische Ladung die bei Hitzeeinwirkung entstehenden 
Verinderungen verhindert. Beim Albumin konnten zwar unter be- 
sonderen Versuchsverhaltnissen ahnliche Befunde erhoben werden, im 
allgemeinen waren dieselben durch sekundire Reaktionen teilweise iiber- 
deckt. In der Globulinmitteilung wurde schlieBlich darauf hingewiesen, 
daB die erzielten Versuchsresultate am ehesten mit der Ansicht derjenigen 
Autoren vereinbar waren, die die der Hitzeverinderung zugrunde- 
liegende Modifikation am Eiweifmolekiil als einen RingschluB der 
endstandigen Gruppen auffassen. Diese Annahmen erfuhren nun 
durch die Ergebnisse am Seralbumin, wonach durch chemische 
Eingriffe die Hitzeverinderungen riickgingig gemacht werden kénnen, 
eine erwiinschte Unterstiitzung, da nur ein RingschluB der endstandigen 
Gruppen, nicht etwa eine hydrolytische Verinderung am _ Eiweif- 
molekiil diese Tatsache erkliren kann. Der beim Globulin erbrachte 
Nachweis, dafB kein AnlaB besteht, bei den durch Hitzeeinwirkung 
hervorgerufenen Verinderungen Denaturierungsvorgiinge von nach- 
folgender Koagulation zu unterscheiden, gilt auch fiir das in Alkali 
oder Sauregegenwart erhitzte Seralbumin, das entweder einer Ver- 
ainderung entgeht oder ein von einem Hitzekoagulat verschiedenes 
Produkt liefert. Dementsprechend kommt der fallenden Salzwirkung 
in beiden Fallen die gleiche Deutung zu, indem der Nachweis erbracht 
wird, daB dieselbe nicht als Folgen einer sekundir bewirkten Koagulation 
primar veranderten Proteins anzusehen ist, sondern daB erst der 
Salzzusatz das Entstehen einer hitzeverinderlichen Verbindung 
herbeifiihrt. ’ 

Bei dieser weitgehenden Ubereinstimmung im Verhalten von 
Globulin und Seralbumin bei Hitzeeinwirkung erschien es jedenfalls ver- 
lockend, zu untersuchen, wieweit die hier vorgebrachten Annahmen 
auf das Verhalten anderer EiweiBkérper iibertragbar sind. Wir haben 
bereits gesehen, daB das Eialbumin unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen fast durchweg ein verschiedenes Verhalten aufweist. 
Da zeigte sich nun, daB Casein, trotz 15 Minuten langen Kochens in 
destilliertem Wasser suspendiert, von seiner Lislichkeit in NaOH 
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nichts einbiBt und daB eine Lésung von neutralem Caseinnatrium- 
caseinat nach gleich langem Erhitzen und nachfolgender Elektrodialyse 
ebenfalls beziiglich seiner Laugenléslichkeit unverindert geblieben ist 
(vgl. Tabelle XXXI). Alkalisalzzusatz bis 0,5n Endkonzentration 
fiihrt keine sichtbare Verinderung herbei, BaCl, fallt schon in der 
Kite (vgl. Tabelle XXXII). Caseinchlorid, hergestellt durch Uber- 
neutralisierung von Natriumcaseinat mit HCl'), also in Gegenwart 
kleiner Neutralsalzmengen, ist beim Kochen stabil und wird durch 
KCl-Zusatz von 0,1 n und 0,01n K,SO, schon in der Kalte gefallt. 
Trotz der scheinbaren Ubereinstimmung im Bindungsmechanismus 
von Sauren?) und Laugen*) zeigt dennoch Casein gegeniiber Hitze- 
einwirkung ein von Globulin ganzlich verschiedenes Verhalten. 


Tabelle XX XI. 





a) c) 
Casein: in 0,01n NaOH In a roa gekocht, | a gekocht, e, d, in 0.01n 
gelést in 0,01n NaOH gelost NaOH gelést 


Trockengehalt 1,95 Proz. 1,97 Proz. 1,94 Proz. 


Tabelle XXXII. 
lproz. Casein-Endkonzentration in allen Versuchen. 
0,005 n NaOH-Endkonzentration in allen Versuchen. 
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Ebenso laBt auch bekanntlich Gelatine bei Hitzeeinwirkung (unter 
Vermeidung eines Abbaues) eine Verainderung im Sinne einer Léslichkeits- 
verminderung vermissen, waihrend sein Saure- und Laugenbindungs- 
vermégen *) sich von demjenigen des Albumins nur quantitativ unter- 
scheidet. Es scheinen diese Tatsachen sogar in gewissem Widerspruch 
zu stehen zu den beziiglich der Hitzeveranderung von Globulin und 


1) Vgl. 7. B. Robertson, Physikalische Chemie der Proteine. Dresden, 
Steinkopff, 1912. 

*) Eigene unveréffentlichte Befunde. 

3) Wo. Pauli und J. Matula, diese Zeitschr. 99, 219, 1919; M. Adolf, 1. c. 

*) Vgl. Wo. Pauli, Kolloidchemie der EiweiSkérper, |. c. 
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Albumin gemachten Annahmen tiber die chemischen Grundlagen dieses 
Prozesses. Denn wir lernen hier EiweiSkérper kennen, bei denen auf 
Grund eines ahnlichen physikalisch-chemischen Verhaltens auch auf 
einen ahnlichen chemischen Aufbau geschlossen werden muB und bei 
denen aber nachweisbere Verinderungen beim Erhitzen ausbleiben. 
Dabei muB aber auch beriicksichtigt werden, daB nach den Ansichten 
von Greenberg und Schmidt') als Laugenbindungsstellen von Proteinen 
die freien Carboxylgruppen von Glutamin-, Asparagin-, 8-Hydroxo- 
glutaminsiure und die Hydroxylgruppe des Tyrosins in Betracht 
kommt und unsere Kenntnis tiber den Aminosauregehalt der einzelnen 
EiweiBkérper recht mangelhaft ist. Ferner geht aus den neuesten 
Zusammenstellungen von Hoffmann und Gortner®) hervor, daB kein 
Zusammenhang besteht zwischen der bei einer bestimmten pg ge- 
bundenen Laugenmenge und dem Gehalt an zweiwertigen Amino- 
siuren. Es scheint daher auch nicht méglich zu sein, das Verhiltnis 
der endstiindigen Saure- und Laugenbindungsstellen, die etwa unter 
RingschluB miteinander reagieren kénnen, bei den einzelnen Proteinen 
festzustellen. Somit lassen sich die durch die Hitzeeinwirkung am 
Globulin und Seralbumin hervorgebrachten Veranderungen aller- 
dings durch die Annahme eines Ringschlusses der endstandigen Gruppen 
dem Verstindnisse naherbringen, ohne daB deswegen andere durch 
eine differente Methodik nachweisbare Modifikationeh auszuschlieBen 
sind. Jedoch vermag diese Deutung der stattgehabten Hitzever- 
anderung nicht zu erkliaren, warum die letztere bei einzelnen Proteinen 
vermiBt wird. Ferneren Untersuchungen muB es vorbehalten bleiben, 
festzustellen, ob die besondere chemische Konstitution solcher nicht 
hitzeverinderlicher EiweiBkérper Anhaltspunkte bietet fiir die An- 
nahme, daB ein RingschluB endstindiger Gruppen beim Erhitzen 
ausbleibt oder in verringertem MaBe stattfindet. 


Zusammenfassung. 


1. Gegenstand der vorliegenden Untersuchung bildet das Verhalten 
von Ser- und Ovalbumin im reinsten Zustande und mit wechselnden 
Saiure- und Laugenzusitzen beim Erhitztwerden, die Beeinflussung 
dieser Reaktion durch Neutralsalzzusatz, die Eigenschaften der so 
entstandenen Produkte beziiglich ihrer Wasserléslichkeit und ihrer 
Reaktionen mit Laugen, Siuren und Neutralsalzen. 


1) D. M. Greenberg und C. S.A. Schmidt, Proc. Soc. Exper. Biol. Med. 
21, 281, 1924. 

*) W.F. Hojjmann und R. A.Gortner, Kolloid Symposium. Mono- 
graphie. 1925. 
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2. Durch Elektrodialyse dargestelltes und gereinigtes Albumin 
von einem Aschengehalt von weniger als 0,04 Proz. koaguliert beim 
Sieden vollstandig, desgleichen ein entsprechend gereinigtes Ovalbumin. 
In beiden Fallen erscheint gegeniiber den urspriinglichen Lésungen 
die Cy vermindert und die Leitfahigkeit erhéht zu sein. 


3. Das so entstandene Produkt von Seralbumin, in Lauge 
gelést, zeigt je nach dem beobachteten Verhiltnis Protein: Lauge alle 
Ubergiinge von der vollstandig wasserléslichen, bei elektrodialytischer 
Entfernung des Elektrolyten lésungsstabilen Form iiber Gemenge von 
wasserlislichem und -unléslichem Protein bis zum totalen Uberwiegen 
des letzteren. 


4. Es konnte gezeigt werden, dab, solange beim Lésen von hitze- 
koaguliertem Albumin in Lauge wasserlésliches Protein neben -un- 
léslichem entsteht, das letztere in Neutralsalzen léslich ist. 


5. Das bei Elektrodialyse der im UberschuB des hitzegefiillten 
Albumins in NaOH hergestellten Lésung entstandene wasserlisliche 
Protein (Protein X) zeigt die gleiche Leitfihigkeit, C, und optische 
Drehung wie das genuine Seralbumin. Das Protein X koaguliert 
beim Erhitzen, seine Gerinnungstemperatur stimmt bei gleicher Kon- 
zentration mit derjenigen seines Ausgangsmaterials iiberein, mit 
welchem ihm auch das Verhalten bei Salzzusitzen gemein ist. Hingegen 
vermochte die Priifung mittels Goldsol- und Mastixsolreaktion und 
Alkoholfillung bei qualitativer Ubereinstimmung des Verhaltens 
quantitative Unterschiede festzustellen. 


6. Nachdem gezeigt werden konnte, dab elektrodialysiertes, aus 
Pferdeserum dargestelltes Albumin mit Pferdeserumprizipitin noch 
bei Verdiinnung von 1: 100000 eine deutliche Reaktion gibt, wurde 
der Nachweis erbracht, daB hitzekoaguliertes Albumin, das nach 
NaOH-Behandlung seine volle Wasserléslichkeit wieder erlangt hatte, 
im Prazipitationsversuch sich qualitativ und quantitativ verhielt wie 
genuines Albumin. Ahnlich verhalt sich das nach Behandlung des 
hitzekoagulierten Albumins mit Salzsiure entstandene wasserlésliche 
Eiwei8, waihrend das zur Verhinderung der Koagulation in NaOQH- 
Gegenwart erhitzte Albumin ebenso wie Koktoserum seine Reaktions- 
fahigkeit mit dem Prizipitin nahezu eingebiiBt hatte. 


7. Prazipitierendes Serum, welches durch Vorbehandlung von 
Kaninchen mit dem Protein X erhalten wurde, prazipitiert dieses, 
ebenso genuines Albumin und genuines Serum, nicht aber Koktoserum. 
Ebenso geben Mischungen des Proteins X mit Albumin, nicht aber 
solche des ersteren und des letzteren mit Koktoserum die Prazipitin- 


reaktion. 
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8. Prazipitierendes Serum, welches durch Vorbehandlung von 
Kaninchen mit Koktoserum erhalten wurde, gab Fillung mit diesem 
letzteren, nicht aber mit dem Protein X, noch mit genuinem 
Albumin. 

9. Hitzegefalltes Eialbumin lést sich in NaOH zu einer triiben 
Flissigkeit und fallt aus derselben bei Neutralisation oder Elektro- 
dialyse wieder aus. Bei Neutralisation in Salzgegenwart bleibt die 
Lésung stabil, der EiweiBkomplex erweist sich beim Wanderungsversuch 
im elektrischen Strom als positiv geladen und wird aus der Lésung durch 
Verdiinnung mit Wasser unter Vermehrung der potentiometrisch 
gemessenen H-lonen, Ansiuerung und durch Eindrittel- bis Halb- 
sittigung mit (NH,),SO, gefallt. 

10. Erhitzt man Seralbumin in Gegenwart von _ steigenden 
Mengen HCl und unterwirft die klaren Lésungen hierauf der Elektro- 
dialyse, so zeigt sich, daB bei einem bestimmten Albuminsiureverhaltnis 
etwa 90 Proz. der urspriinglichen Proteinmenge wasserunléslich ge- 
blieben ist. Bei héherer Saiurekonzentration nimmt der wasserunlés- 
liche Teil, der jedoch gegeniiber Neutralsalzen seine Léslichkeit bewahrt, 
auf Kosten des wasserléslichen Teiles zu. 

11. Wird jedoch Seralbumin mit steigendem Laugenzusatz 
erhitzt, so ist nur eine schmale Zone innerhalb des Albumin-Laugen- 
verhiltnisses nachweisbar, innerhalb welvher ein Teil des Albumins 
nach Elektrodialyse sich als wasserléslich erweist. Bereits in Laugen- 
konzentrationen, die vom Albumin noch vollstandig gebunden werden, 
findet beim Erhitzen ein bei nachheriger Elektrodialyse nachweisbares 
volistandiges Unléslichwerden des Proteins statt. Es wird gezeigt, 
daB das so erzielte Produkt von demjenigen, welches unter quantitativ 
vergleichbaren Verhaltnissen bei Behandlung von hitzekoaguliertem 
Albumin mit Lauge entsteht, sich durch seine Léslichkeitsverhiltnisse 
weitgehend unterscheidet. 

12. Aus Serumalbumin hergestelltes Acidalbumin erweist sich 
lésungsstabil bei Neutralisation in Salzgegenwart. Alkalialbumin 
hingegen kann wohl nur bei Neutralisation lésungsbestandig sein und 
wird durch relativ geringe Salzmengen gefallt. 

13. Eialbumin mit steigenden Mengen Saure oder Lauge erhitzt, 
fiihrt in allen untersuchten Fillen zur Entstehung wasserunléslicher 
Produkte, die sich nach Neutralisation auch als_ salzunléslich 
erweisen. 


14. Neutralsalze zu Saure- oder Laugenseralbuminlésungen 
zugefiigt, wirken nur fillend, falls der Zusatz vor dem Erhitztwerden 
erfolgt, unabhingig von dem Verhiltnis des wasserléslichen und -un- 
léslichen EiweiBes in der Lésung. 
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15. Lésungen von Eialbumin mit Laugenzusitzen verhalten sich 
beziiglich ihrer Reaktion zu Neutralsalzen beim Erhitzen wie die ent- 
sprechenden Seralbumine, hingegen ist beim Siureovalbumin der 
vom Zeitpunkt des Neutralsalzzusatzes abhingige Unterschied im 
Verhalten beim Erhitzen nur ein quantitativer. 

16. Casein in Wasser suspendiert oder in einer Lésung seiner 
neutralen Alkaliverbindung zum Sieden erhitzt, zeigt bei nachtriglicher 
Elektrodialyse keine Verinderung seiner Laugenléslichkeit. Alkali- 
chloridzusatz auch vor dem Erhitzen zugesetzt, vermag eine Alkali- 
caseinlésung nicht zur Fallung zu bringen. 








Eiue klinische Methode zur quantitativen Bestimmung 
von Salicylsiure in Blutserum und Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Karl Loberg. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1926.) 


Auf Anregung meines Klinikchefs, Prof. V. Wigert, fiihrte ich im 
September 1925 einige Untersuchungen tiber die Permeabilitatsquote 
fiir Brom (nach Hauptmann) an mehreren Geisteskranken aus. Da es 
uns interessierte, dieses Verhiltnis auch hinsichtlich anderer Stoffe 
zu priifen, die in geniigend groBen Dosen verabreicht werden kénnen, 
um eine quantitative Bestimmung in Serum und Liquor zu erméglichen, 
gab ich einem Patienten (Dem. praecox) probeweise ‘tiglich wihrend 
5 Tagen 6g Natrium salicylic. (= ungefihr Hawptmanns Bromdosen) 
und lumbalpunktierte am sechsten Morgen. Bei der Untersuchung der 
Lumbalfliissigkeit, wobei ich auf die gleiche Weise vorging, wie bei der 
Methode von Hauptmann zur Brombestimmung, zeigte es sich, daB sie 
mit Eisenchlorid eine deutliche Salicylsiurereaktion gab. Nach der 
mir zuginglichen Literatur haben bisherige Untersucher im Liquor 
beim Menschen Salicylsiure tiberhaupt nicht nachweisen kénnen 
(Vidal, Sicard, Rotky, Castaigne, Redlich, Pétzl und Hess u.a. m.). 
Worauf dies beruht, laBt sich nicht leicht sagen. Vielleicht ist die 
Ursache die, daB das Mittel in zu kleinen Dosen und wiahrend zu kurzer 
Zeit verabreicht worden ist. Nach der Einnahme von Natrium salicy]. 
per os hért die Ausscheidung mit dem Harne nach etwa 48 Stunden 
auf (nach Hanzlik) und von der zugefiihrten Menge werden nur ungefahr 
80 Proz. wiedergefunden. Der Rest sollte nach dem gleichen Verfasser 
im Organismus zerstért werden. Dies ist indessen, soweit ich finden 
kann, nur eine Annahme, und es ist wohl auch denkbar, daB die iibrigen 
20 Proz. auf die eine oder andere Weise im Organismus zuriickgehalten 
werden, und da bei einer linger andauernden Verabreichung des 
Mittels eine Anhiufung méglich ist. Sei dem nun wie immer. Kurz, 
die Salicylsiure geht auch beim Menschen, bei hinreichend groBen 
Dosen und wihrend geniigend langer Zeit vor der Punktion verabreicht, 
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in den Liquor iiber, was ich bei einigen weiteren Geisteskranken habe 
feststellen kénnen. (Diese. Untersuchungen werden fortgesetzt und 
spater Gegenstand einer Veréffentlichung werden.) Sie erscheint dort 
auch in gentigender Menge, um quantitativ bestimmt werden zu kénnen. 
Zu diesem Zwecke zeigte sich indessen die Brombestimmungsmethode 
von Hauptmann unverwendbar, vor allem deshalb, weil die Salicy}- 
siure vom Koagulum in zu groBer Ausdehnung gebunden wird. Von 
den bisher publizierten quantitativen Methoden zur Bestimmung von 
Salicylsiure im Serum schien keine fiir den klinischen Gebrauch richtig 
geeignet zu sein, besonders wegen der umfangreichen Laboratoriums- 
ausriistung, die hierzu erforderlich ist. AuBerdem diirfte sich keine 
mit Vorteil zur Bestimmung von Salicylsiure im Liquor verwenden 
lassen. 

Ich bin deshalb mit Dankbarkeit auf den Vorschlag von Prof. 
Widmark ecingegangen, in seinem Institut und unter seiner Leitung 
eine neue und fiir die in Frage stehenden Untersuchungen geeignete 
Methode auszuarbeiten. Ich erlaube mir daher, hier fiir die von ihm 
erhaltenen Ratschlage und Hilfe wihrend der Ausarbeitung der Methode 
meinen tiefempfundenen Dank auszusprechen. Gleichzeitig méchte 
ich auch meinem Klinikchef, Prof. Wigert, fiir Rat und Beistand, die 
mir im Verlauf der Arbeit von seiner Seite zuteil wurden, meinen 
Dank aussprechen. 

Geschichtliches. 


Die friihesten Versuche,Salicylsaure in Kérperfliissigkeiten quantitativ 
zu bestimmen, diirften dem Harn gegolten haben. Das Praéparat wurde 
1874 in die Therapie eingefiihrt, und 1875 veréffentlichten Feser und Fried- 
berger eine Atherextraktionsmethode. Das Prinzip derselben ist Ansiuerung 
mit verdiinnter Salzsiure und Extraktion mit Ather. Hanzlik!) und Mit- 
arbeiter, die sich wahrend der letzteren Jahre eigehend mit Salicylsiure- 
bestimmungen beschaftigten, verwerfen indessen die Methode wegen ihrer 
Unsicherheit. 

1890 machte Mosso auf den Umstand aufmerksam, da8 die Unter- 
sucher bis dahin den Teil der Salicylséure iibersehen haben, der in der 
Form von Salicylurséure ausgeschieden wird. Er gab, auch eine eigene 
Methode zur Bestimmung der Salicylsiure im Harn an. Diese besteht in der 
Fallung des Harns mit neutralem Bleiacetat, Zusatz von Ammoniak und 
Bleiacetat zum Filtrat sowie Erwairmen. Der hierbei entstandene Nieder- 
schlag wird mit Ammoniumcarbonat zerlegt und abfiltriert. Das Filtrat 
wird mit einer Mischung von Ather und Essigsdureaithylester extrahiert. 
Der Ather wird verdunsten gelassen und der Riickstand gewogen. Hanzlik 
und Thoburn haben die Methode iiberpriift und sie mit sehr groben Fehlern 
behaftet gefunden. 

Die Methode von Sauerland, die auch von den eben genannten Ver- 
fassern gepriift und ziemlich unsicher befunden worden ist, besteht im 


1) Hinsichtlich der fritheren Historik folge ich in der Hauptsache 
Hanzlik und Thoburn (The journal of biol. chem. 23, 1915). 





Quantitative Bestimmung von Salicylséure usw. 175 


Ansaéuern des Harns, Sattigung mit Ammoniumsulfat und Extraktion mit 
einer Mischung von 3 Teilen Petrolather und 2 Teilen Chloroform. Der 
Extrakt wird mit Eisenalaun versetzt, worauf die violette Lésung durch 
Vergleich mit einem Natriumsalicylatstandard beurteilt wird. Devrient, 
der spiter (1922) mit dieser Methode gearbeitet hat, erachtet sie als zu- 
verlassig. Er fand, daS von per os verabreichtem Natriumsalicylat héchstens 
14,86 Proz. mit dem Harn ausgeschieden werden, wihrend Hanzlik mit 
seiner Methode, woriiber unten mehr, 79,9 Proz. wiedergefunden hat. 


Hanzlik und Thoburn, die ihre Methode zur Bestimmung von Salicyl- 
saure in Harn, Blut und Fazes 1915 veréffentlichten, machen geltend, daB 
quantitative Bestimmungen sich auf der Darstellung der Saure in reiner 
Form oder wiasseriger Lésung ohne stérende Beimengungen griinden 
sollen. Das Prinzip fiir ihre Methode ist folgendes: 1. Hydrolyse der be- 
treffenden Fliissigkeit, 2. Destillation und 3. kolorimetrische Bestimmung 
des Destillats. Die Hydrolyse bezweckt, die der Atherextraktion unzu- 
gangliche Salicylursaure in Salicylsdure tiberzufiihren. Als hydrolysierendes 
Mittel hat sich Phosphorséure als vorteilhaft erwiesen, da sie nicht gleich- 
zeitig die Salicylsiure zerlegt. Hydrolyse und Destillation kénnen gleich- 
zeitig ausgefiihrt werden. Bei der kolorimetrischen Bestimmung werden 
5 oder 10 cem des Destillats, das mit einer bestimmten Menge Eisenalaun- 
lésung versetzt und in einem Nesslerrohr auf 50 cem verdiinnt worden ist, 
mit einem bestimmten Quantum auf das gleiche Volumen verdiinnter 
Standardlésung verglichen. Die erste Ablesung ist praliminar. Dann 
werden zwei definitive Bestimmungen ausgefiihrt. Die Verfasser geben an, 
daB sie mit dieser Methode zwischen 5 und 0,02 mg liegende Mengen be- 
stimmen kénnen. 

Der erste, der eine quantitative Bestimmung von Salicylsaure im Serum 
versucht zu haben scheint, ist Levin (1913). Seine Methode besteht in 
einer Extraktion des Serums mit Ather nach Zusatz von Schwefelsdéure 
sowie Ablesung im Kolorimeter von Authenrieth. 

2 Jahre spiiter kam die oben skizzierte Methode von Hanzlik und 
Thoburn, die auch fiir Blut verwendet worden ist. Der Gang derselben ist 
folgender: 15 ccm Blut werden mit 98proz. Alkohol auf 150 ccm verdiinnt, 
kraftig geschiittelt und 1 Stunde stehengelassen, worauf die Mischung 
filtriert wird. 100 ccm des Filtrats werden mit 5 bis 6 Tropfen gesattigter 
Zinkchloridlésung versetzt, um restierendes EiweiB zu fallen. Das GefaB 
wird dann im elektrischen Ofen bis zur fast vollstandigen Verdunstung des 
Alkohols stehengelassen, worauf man 25ccm Aqua dest. zusetzt, den 
Inhalt auf ein Dritte]l des Volumens konzentriert und, wenn nétig, mehrmals 
filtriert sowie das Filter drei- bis viermal mit heiBem Wasser wischt. Das 
Filtrat wird nun mit wenig Wasser sowie 20 ccm 85proz. Phosphorsdure 
versetzt, worauf man destilliert, bis alle Salicylsiure iibergegangen ist. 
Das Destillat wird auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt und auf die oben 
beschriebene Weise kolorimetrisch bestimmt. 

Mit der Methode, die an Ochsen- und Hundeblut gepriift wurde, 
konnten bei Quantitaéten von 5 und 6 mg 93 bzw. 95 Proz. wiedergefunden 
werden; bei 7,5 und 10 mg 95 Proz. Die Verfasser fanden auch, daB Venen- 
blut von Patienten, die volle medizinische Dosen von Natrium salicyl. 
genommen hatten, in 10 ccm 3 bis 6 mg (= 0,3 bis 0,6 Prom.) Salicylsaéure 
enthielt. Diese Werte stimmen mit den von mir bisher gefundenen iiberein 
(0,354 bis 0,545 Prom.). Die Dosen sind hierbei etwas gréBer gewesen als 
bei dem in der Einleitung erwahnten Falle, naimlich dreimal 2 g¢ wahrend 
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3 Tagen, viermal 2 g an 2 Tagen und zweimal 2 g am sechsten Tage bzw. 31, 
und | Stunde vor der Lumbalpunktion. 

1917 veréffentlichte Friderichsen eine auf dem Prinzip von Bangs 
Mikroanalyse aufgebaute quantitative Methode zur Bestimmung von 
Salicylsiure im Blute. Nach dieser verfahrt man so, daB eine geeignete 
Menge Blut von einem hierzu besonders zubereiteten Léschpapier auf- 
gesogen und gewogen wird. Das Papier wird in ein Reagenzrohr gelegt 
und 10cem kochende Chlorkaliumlésung (die pro Liter 1,5 cem 25proz. 
HCl enthalt) zugesetzt, worauf das Rohr 3 Stunden stehengelassen wird. 
Die Chlorkaliumlésung wird dann in einem Scheidetrichter viermal mit 
Ather ausgeschiittelt. Der salicylsaurehaltige Atherextrakt wird in einem 
Erlenmeyerkolben am Wasserbad bei einer Temperatur eingedunstet, die 
| bis 2° niedriger ist als der Kochpunkt des Athers. In dem Augenblick, 
wo der Ather verdunstet ist, wird der Kolben vom Wasserbad entfernt und 
die letzten Athertropfen mittels Durchleiten eines Luftstromes entfernt. 
Darauf wird die Salicylsiure in Wasser gelést und in einem MeBkolben 
verdiinnt. Bei der kolorimetrischen Bestimmung wird zuerst eine 
orientierende und dann eine endgiiltige Ablesung vorgenommen. Bei der 
endgiiltigen wird eine bestimmte Menge der Probelésung, die mit einer 
bestimmten Anzahl Tropfen einer 1 proz. Eisenalaunlésung versetzt wurde, 
mit sieben Standardrohren steigender Konzentration und mit einer Differenz 
von 0,005 mg Natriumsalicylat verglichen. Die Konzentration des mittleren 
Rohres wird durch die orientierende Ablesung bestimmt. Nach den 
Kontrollproben von Friderichsen wurden die Bestimmungen mit einer 
Sicherheit von 0,01 bis 0,02 mg ausgefiihrt. Samtliche erhaltenen Werte 
waren niedriger als die berechneten. Die verwendeten Blutmengen betrugen 
200 bis 600 mg. 5 

Die neueste Methode zur quantitativen Bestimmung von Salicylsiure 
in K6rperfliissigkeiten ist von Hérissey (1922) angegeben. Bei der Ver- 
wendung derselben fiir Blut werden 10cem Serum, 5ccm H,O, 5 cem 
20proz. H,SO, und 40cem offizineller Ather in einen 125-cem-Kolben 
gebracht und dieser mit einem Pfropfen versehen. Der Kolben wird ungefahr 
1 Minute kraftig geschiittelt und dann einige Augenblicke stehengelassen. 
Darauf werden weitere 4,5 ccm 20proz. H,SO, zugesetzt und der Kolben 
einige Male vorsichtig auf den Kopf gestellt. Nach ungefahr 5 Minuten 
hat sich der Niederschlag als relativ festes Gelee abgesetzt und der Ather- 
extrakt kann dekantiert werden. 30 ccm desselben werden nun mit 2 bis 3 g 
wasserfreiem Natriumsulfat geschiittelt, von dem dann abfiltriert wird. 
Das Filtrat wird nun mit 3 cem Wasser und | Tropfen 1 proz. Eisenchlorid- 
lésung versetzt (= 1 cem offizineller Eisenchloridlésung auf 10 ccm ver- 
diinnt), wonach die Mischung geschiittelt wird. Bei Anwesenheit von 
Salicylséure entsteht Violettfarbung. Der Extrakt wird darauf in eine 
Kristallisationsschale iiberfiihrt und der Ather bei Zimmertemperatur 
verdunsten gelassen. Der Riickstand wird abfiltriert und das Filtrat auf 
3cem verdiinnt, worauf man gegen eine auf die gleiche Weise zubereitete 
Farbenskala abliest. Der Verfasser gibt an, daB er mit dieser Methode 
Salicylsiure in einer Konzentration von 0,010 Prom. bestimmen kann 
und daB sie sich auch fiir andere K6rperfliissigkeiten, wie Harn und Liquor 
cerebrospinalis, verwenden 1aBt. 

Fissinger und Debray, die mit der Methode gearbeitet haben, fanden, 
daB das Serum nach einer Dosis von 1 g Natrium salicyl. in 100 g Wasser 
per os nach 10 Minuten Salicylséurereaktion gibt und seine maximale 
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Konzentration (0,1 Prom.) zwischen 1 und 144 Stunden nach der Einnahme 
erreicht. 

Ich habe diese Methode selbst zu verwenden versucht, sie ist mir jedoch 
unerbittlich wegen der Schwierigkeit, die Falhing zum Absetzen zu bringen, 
miBlungen. 


Eigene Methodik. 


Beim Ausexperimentieren der Methodik bin ich von der Brom- 
bestimmungsmethode von Hauptmann ausgegangen, die sich zum 
qualitativen Nachweis von Salicylsiure in Serum und Liquor ver- 
wendbar erwiesen hat. Hierbei fallte ich also ein mit zwei Teilen Wasser 
verdiinntes Serum bzw. Liquor mit 20 proz. Trichloressigsiure und 
versetzte das Filtrat mit Ejisenchlorid, wobei eine deutlich violette 
Farbung auftrat. Als ich diese Methode fiir quantitative Bestimmungen 
zu verwenden versuchte, erwies sie sich jedoch als unverwendbar, und 
dies hauptsichlich aus zwei Griinden. Teils wird eine bedeutende Menge 
der in vitro zugesetzten Salicylsiure bei der Eiwei®faillung gebunden 
und teils tritt beim Zusatz von Eisenchloridlésung zum Filtrat eine 
orangegelbe Farbenkomponente auf, die die kolorimetrische Be- 
stimmung erschwert. Um die erste Schwierigkeit zu umgehen, wurden 
zuerst andere Fillungsmittel versucht. So wurde Natriumwolframat 
und Schwefelsiure nach Folin, sowie Uranacetat gepriift, jedoch mit 
negativem Resultat. Ferner versuchte ich mit Ather und Chloroform 
zu extrahieren, jedoch mit ebensowenig Erfolg. Ich benutzte daher 
wiederum 20 proz. Trichloressigsiure und versetzte auf den Vorschlag 
von Prof. Widmark mit 92proz. Alkohol, um die Bindung von Salicyl- 
saure bei der Eiweibfaillung zu verhindern. Dies ergab bei wiederholten 
Kontrollversuchen ziemlich giinstige Resultate. Bei Priifung mit 
variierten Mengen Alkohol im Verhiltnis zur Trichloressigsiiure 
zeigte es sich, daB die optimale Relation doppelt soviel Alkohol als 
Trichloresssigiure betrigt. Bei gréBeren Alkoholmengen wird die 
Fallung unvollstandig und eine kolorimetrische Bestimmung aus diesem 
Anla8 unméglich. Schon bevor wir mit der eben erwahnten Schwierig- 
keit ins reine gekommen sind, was sozusagen den SchluBstein der 
Experimente bildete, war die andere wenigstens priiliminar beseitigt. 
Die orangegelbe Komponente trat bei simtlichen Fallungs- und 
Extraktionsversuchen im Filtrat nach Zusatz von Eisenchlorid auf 
(auch bei Blindtitration ohne Salicylsiure im Serum). Da _ diese 
Komponente, die sowohl im Serum- wie Liquorfiltrat regelmiSig 
auftrat, méglicherweise auf der Anwesenheit von Milchsiure beruhen 
konnte, wurden Versuche mit Zusatz von Calciumlactat zur Standard- 
lésung vorgenommen. Die hierbei bei Gegenwart von Eisenchlorid 
auftretende Gelbfirbung ist jedoch blaBgelb. Versuche mit drei ver- 
schiedenen Sorten von Tropaeolin als kompensierenden Farbenzusatz 
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fielen auch ungiinstig aus. SchlieBlich fanden wir im Vesuvin (Bismarck- 
braun) einen Farbstoff, der bei Zusatz einer geeigneten Menge zum 
Standard den stérenden orangegelben Farbeneinschlag im Serum- und 
Liquorfiltrat vollstindig kompensiert. Bei den Experimenten in vitro 
mit Pferdeserum variierten die hierfiir erforderlichen Mengen zwischen 
0,05 und 0,15 ccm einer 0,2prom. wisserigen Lésung. Bei Versuchen 
in vivo habe ich immer 0,05ccm, sowohl bei Serum- wie Liquor- 
bestimmungen, zugesetzt. 

Eine andere wichtige Einzelheit der Methode ist, daB die Probe- 
und Standardlésungen durch Neutralisation mit normaler Natronlauge 
und nachherigem schwachen Ansauern mit der gleichen Menge 2proz. 
Trichloressigsiure (lccm zu 6ccm Standardlisung) auf die gleiche 
Wasserstoffionenkonzentration gebracht werden. In stark saurer 
Lésung wird nimlich die violette Farbe schwicher, und dies wiirde 
bei den geringen, hier in Frage stehenden Salicylsiurequantitaten die 
Bestimmung im Kolorimeter erschweren oder unméglich machen. Es 
hat sich naimlich bei den Experimenten herausgestellt, daB bei dem 
von mir benutzten Kolorimeter (Klett) die totale Menge Salicylsiiure 
nicht weniger als 0,5 mg in 8 bis ll cem definitiver Lésungsmenge 
betragen soll). Mit neutraler Lésung zu arbeiten ist andererseits 
unméglich, weil hierbei Eisenoxydhydrat in zu groBer Menge auftritt 
und die Bestimmung unmdglich macht. 

Es ist auch erforderlich, mit konstanter Eisenchloridmenge zu 
erbeiten, was aus untenstehencer Tabelle hervorgeht, wo die Proben 2, 
3 und 4 gegen 1 als Standard mit 20mm Fliissigkeitshéhe abgelesen 


wurden. 





Kolori- 


Nr. meterwert 


l| 10 ,5eem Salicylsaure | ee: +0 — FeCl, wre +75 H,O 200 


2/05 , : 1 -—e.. . . +75. | «(ite 
3 05 ~ . = tos - ie . es 4.7.40 - 17.0 
+ 05 . . + 0/20 re . -". nn 2 173 

(gelber) 


Nach dem Standardisieren der Methode und bei den schlieBlichen 
Kontrollproben habe ich 0,30 ccm Eisenchloridlésung benutzt, um bei 


1) Als Beweis hierfiir kénnen folgende Versuche dienen: 











| Berech Getunden 
x Berechnete Renseubeetion | Fehler 
Prom. Prom. Proz. 
6ccem Liquor + 0,15 mg Salicylsiure 0,025 | 0,018 24 
6, . 15, . 0,025 0,017 32 
Der Standard, gegen den die Proben abgelesen wurden, enthielt 0,2 mg 
Salicylsaure. 
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eventuell héherem Salicylsiuregehalt der Probelésung sicher zu sein, 
daB sie immer im Uberschu8 vorhanden ist. Die Salicylsiuremenge in 
der Standardlésung (= 0,5 mg) ist nimlich geringer als die Menge, 
die in 5cem dreimal verdiinntem Serum, nach oben genannten per os 
eingenommenen Mengen von Natrium salicylic., wiedergefunden wird. 


Die im Liquor auftretende Salicylsiiuremenge, die bei den bisher 
ausgefiihrten Untersuchungen zwischen 0,004 Prom. und 0,045 Prom. 
variiert hat, ist viel zu gering, um eine kolorimetrische Bestimmung 
auf oben beschriebene Weise zu erméglichen. Orientierende Experimente 
mit reinen Salicylsiurelésungen zeigten indessen, daB man eine fiir 
die Empfindlichkeit des Kolorimeters zu schwache Lésung gegen einen 
hinreichend starken Standard ablesen kann, indem man zu der 
schwicheren Lésung eine bekannte Menge Salicylsiure zusetzt (und 
zum Standard eine entsprechende Menge Wasser), worauf man bei der 
Berechnung mit der zugesetzten Menge nach folgender Formel reduziert, 
20.S D 

K — V , 
S = die Konzentration der Standardlésung in Promillen, 
K = der abgelesene Kolorimeterwert in Millimetern, 
V = das Volumen der Standardlésung bzw. der Probelésung in 
Kubikzentimetern, 
D ="die zugesetzte Menge Saticylsiure in Milligrammen, 
X = die Konzentration der Probelésung in Promillen. 


wenn der Standard auf 20 mm eingestellt ist: X 


Hinsichtlich des Standards scheint es a priori von Bedeutung zu 
sein, daB er eine so weit als méglich mit der Probelésung tiberein- 
stimmende Salzkonzentration erhalt. Zu diesem Zwecke wurde die 
Menge Trichloressigsiure austitriert, die bei der Fillung gebunden 
wird ; sie betrug fiir Serum ungefihrt 20 Proz. Dies haben sowohl die 
ausgefiihrten Kontrollproben in vitro wie die bisher vorgenommenen 
Untersuchungen in vivo bestiatigt. Wenn ich also bei der Herstellung 
des Standards 80 Proz. der bei der Fallung verwendeten Trichloressig- 
siuremenge zugesetzt habe, sind die Mengen n Natronlauge, die zur 
Neutralisation der Probe- und Standardlésungen erforderlich waren, 
immer annahernd gleich gewesen (héchste Differenz 0,05ccm). Der 
EiweiBgehalt im Liquor ist dagegen so unbedeutend, daB er keine 
meBbare Menge Trichloressigsiure bindet. Ich will hier die Bedeutung 
hervorheben, daB8 die genannte Neutralisation duBerst genau vor- 
genommen wird, denn bei dem geringen Sauregrad, den die definitiven 
Lésungen durch Zusatz von l ccm 2proz. Trichloressigsiure erhalten, 
kann ein einziger Tropfen Natronlauge zuviel die Ablesung vereiteln. 
Die Lésung wird hierbei namlich fast neutral und die durch das Eisen- 
oxydhydrat verursachte gelbe Farbe macht sich sofort stark geltend. 


12* 
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In bezug auf die Ablesung im Kolorimeter, das genau fiir den 
Ableser eingestellt sein muB, sind fiir jede Bestimmung fiinf Ablesungen 
auf die Weise gemacht worden, da ich mich dem Farbengleichheits- 
punkt abwechselnd von oben und von unten niherte. 


Die Ausfiihrung der Bestimmungen in ihren Einzelheiten. 
Erforderliche Gerdte : 


1. Eine Zentrifuge. 

2. Reagenzréhren, Trichter, Becherglaser und Filtriergestell. 

3. Biiretten. 

4. Pipetten, in '/;) und 4/,99 cem geteilt (mindestens zwei letztere: 
Art). 


5. Ein Kolorimeter. 


Erforderliche Lésungen : 

. Trichloressigséuré, 20proz. 
- 2proz. 
. Alkohol, 92proz. 
. FeCl,-Lésung, 5proz. 

Salicylséurelésung, 0,2prom. (Standard). 
. n Natronlauge. 

. Phenolphthalein, 0,5 proz. 

. Vesuvinlésung, 0,2 prom. 


SAO r wwe 


Bestimmung der Salicylsdurekonzentration im Serum. 


Bei der Venenpunktion wird das Blut direkt in Zentrifugenréhren 
(zwei oder vier) von 12ccm Volumen abgezapft. Wenn das Blut 
koaguliert ist, wird das Koagulum von den Winden des Rohres mit 
einem reinen Glasstab losgelést, worauf zentrifugiert wird, bis man 
in jedem Rohre eine klare etwa 3cm hohe Serumschicht erhalten hat. 

In ein Reagenzrohr von 25 bis 30cem Volumen werden 5 ccm 
Serum, 4 ccm destilliertes Wasser und 6 ccm 92proz. Alkohol gebracht. 
Hierbei wird eine miBige Menge EiweiB niedergeschlagen. Der Inhalt des 
Reagenzrohres wird nun in ein anderes, gleiches, umgegossen und darauf 
wieder zuriick, bis die Mischung homogen geworden ist. Dann werden 
3 ccm 20proz. Trichloressigsiure zugesetzt und auf die eben beschriebene 
Weise gemischt, bis die Fallung homogen geworden ist, worauf man 
das Reagenzrohr zukorkt und wenigstens 114 Stunden beiseite stellt. 
Nach dieser Zeit hat sich im Rohre am Boden oder weiter oben ge- 
woéhnlich eine klare Filiissigkeitsschicht angesammelt. Der Nieder- 
schlag wird filtriert, wenn nétig zweimal. Das Filtrat muB vollstandig 
wasserklar sein. Um dies zu erreichen, ist es wichtig, sich eines guten 
Filtrierpapiers zu bedienen (ich verwende Munktells, Grycksbo, Nr.OB, 
9 cm Diam.). Vom Filtrat werden nun 6 ccm (= ein Drittel der urspriing- 
lichen Menge der Mischung) in ein Reagenzrohr gebracht und mit 
normaler Natronlauge und Phenolphthalein (1 Tropfen einer 0,5proz. 
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Lésung) als Indikator neutralisiert (genau!). Hierauf werden 1 ccm 
2proz. Trichloressigsiure und 0,30ccm Sproz. Eisenchloridlésung 
zugesetzt und geschiittelt, bis die violette Farbung homogen ge- 
worden ist. Nach etwa 10 Minuten wird im Kolorimeter abgelesen. 
Wahrend dieser Zeit wird der Standard hergestellt, der folgende Zu- 
sammensetzung hat: 0,05ccm 0,2prom. Vesuvinlésung + 2,5 ccm 
0,2 prom. Salicylsiurelésung + 2 ccm 92 proz. Alkohol + 0,8 ccm 20proz, 
Trichloressigsiure +- 0,65 ccm destilliertes Wasser (= 6ccm). Diese 
Standardlésung wird darauf mit normaler Natronlauge neutralisiert 
und mit 1 cem 2proz. Trichloressigsiure auf die gleiche Weise wie das 
Filtrat angesduert, sowie mit 0,30ccm Sproz. Eisenchloridlésung 
versetzt und bis zur Homogenitit der Farbe gemischt. Sollte die zur 
Neutralisation erforderliche Menge Natronlauge fiir die beiden Lésungen 
nicht genau gleich grof sein, so wird mit entsprechenden Mengen 
Wasser auf gleiches Volumen gebracht. Ablesung im Kolorimeter, 
wobei die Standardlisung auf 20 mm eingestellt wird. 
Aus dem bei der Ablesung erhaltenen Werte (K) wird dann die 
20 
3.01 K 
berechnet. Die Konzentration des Standards, berechnet auf 5 ccm 
(=ein Drittel der mit Wasser + Alkohol auf 15ccm_ verdiinnten 
Serummenge), wird namlich im gegebenen Falle 0,1 prom., welche Zahl 
mit 3 multipliziert werden mubB, wenn X die Konzentration im 
unverdiinnten Serum darstellen soll"). 


Salicylsiurekonzentration des Serums nach der Formel 


Beispiel (aus einem meiner Laboratoriumsprotokolle bei Versuchen 
mit Natrium salicyl. in vivo): 

5ccm Serum + 4ccm H,O + 6 ccm 92proz. Alkohol + 3 cem 20proz. 
Trichloressigsiure, 11 Uhr 40 Minuten vormittags; filtriert 2 Uhr nach- 
mittags. 
6,00 ccm Filtrat . . . ) wird gegen (0,05ccm 0,2 prom. Vesuvinlésung 





120 , nNaOH.. neben- 250 , 02 . Salicylsiurelésung 
100 , 2proz. stehenden, [2,00 , 92proz. Alkohol 
Trichlor- auf 20mm {0,80 , 20 , Trichloressigséure 
essigsdure | eingestellten,0,65 ,. H,O 
0,30 ., Sproz.FeCl,-| Standard {1,15 , n NaOH 
lésung . . | abgelesen [1,00 ., 2 proz. Trichloressigsiure 
030 , 5 , FeCl,-Lésung 
005 , H,O 





1) Ubersteigt die Konzentration der Probelésung die der Standard- 
lésung bedeutend (z. B. um das Doppelte oder mehr), so wirkt die freie 
Menge Eisenchlorid in der letzteren stérend auf die Ablesung. In einem 
solchen Falle wird die Bestimmung erst ausgefiihrt, nachdem man den 
Standard z. B. mit weiteren 2,5 ccm 0,2prom. Salicylsiurelésung und die 
Probelésung mit der gleichen Menge Wasser versetzt hat. Die Formel 

20 
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Bei der Ablesung wurden folgende Werte erhalten: 12,5, 12,4, 12,5. 
12,3, 12,5. 
Das arithmetische Mittel dieser Zahlen ist 12,44. 
X 20 


i reer 
3-01 ~ i2.44* * = % 482 Prom. 


Zu den vorlaufigen Experimenten wurde Pferdeserum verwendet. 
Dann ging ich jedoch zu menschlichem Serum iiber und habe bei den 
schlieBlichen Kontrollproben ausschlieBlich solches von gesunden 
Personen verwendet, die wihrend wenigstens 8 Tagen vor der Venen- 
punktion keine Salicylsiure in irgend einer Form eingenommen haben. 
Diese Kontrollproben haben folgende Resultate ergeben: 





Berechnete _Gefundene | Fehler 
Nr. Konzentration Konzentration 
Prom. Prom. Proz. 
1 5cem Serum + 1,5 mg Salicylsaure 0,300 0,288 4 
2;5 , » +18, ss 0,300 0,297 l 
36 , s ee, 0,300 0,291 3 
4/5 - ae ©. Se 4 0,300 0,272 93 
5/5 , eo oF TD " 0,300 0,282 6 
6 5 ” ” + 15 bal ” 0,300 0,282 6 


Der Mittelwert dieser Kontrollproben liegt ungefihr um 5 Proz. 
niedriger als der berechnete Wert. Von in vitro zugesetzter Salicylsiure 
kénnen also mit dieser Methode 95 Proz. wiedergefunden werden. 


Bestimmung der Salicylsdurekonzentration im Liquor. 


In ein Reagenzrohr der oben erwahnten GréBe werden 6 ccm 
Liquor und 4ccm 92proz. Alkohol gebracht, wobei eine schwache 
Opaleszenz auftritt. Die Mischung wird geschiittelt bis sie homogen 
ist, worauf 2ccm 20proz. Trichloressigsiure zugesetzt werden. Der 
Inhalt des Reagenzrohres wird durch wiederholtes UmgieBen in ein 
anderes griindlich gemischt, worauf das Rohr zugekorkt und wenigstens 
114, Stunden beiseite gestellt wird (am besten 2 bis 3 Stunden). Wahrend 
dieser Zeit hat sich der Niederschlag zusammengeballt, und das Filtrat 
wird nach zweimaligem Passieren des gleichen Filters wasserklar. 
Dem Filtrat werden 6 ccm entnommen, in ein Reagenzrohr gebracht, 
mit normaler Natronlauge neutralisiert sowie mit 1 ccm 2proz. Tri- 
chloressigsiure auf die bei der Bestimmung im Serum angegebene 
Weise angesiuert. Hierauf wird zuerst eine qualitative Probe vor- 
genommen, indem man 0,05ccm 5proz. Eisenchloridlésung zusetzt 
und umschiittelt. Entsteht hierbei eine Violettfarbung, werden weitere 
0,25ccm Eisenchloridlésung sowie 2,50ccm 0,2prom. Salicylsdure- 
lésung zugesetzt. Die Mischung wird geschiittelt, bis die Farbe homogen 
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ist. Ablesung im Kolorimeter nach etwa 10 Minuten. Unterdessen 
wird der Standard hergestellt. Dieser hat folgende Zusammensetzung: 
0,05 ccm 0,2prom. Vesuvinlésung + 2,50 ccm 0,2prom. Salicylsiure- 
losung + 2ccm 92proz. Alkohol + leem 20proz. Trichloressigsiure 
+ 0,45ecm H,O (=6ccem). Diese Lésung wird dann mit normaler 
Natronlauge neutralisiert und wie oben mit 1 ccm 2 proz.Trichloressigsiure 
angesiuert sowie mit 0,30 ccm 5proz. Eisenchloridlésung und 2,50 ccm 
H,O versetzt. Sollte die fiir die Neutralisation erforderliche Menge 
Natronlauge fiir die Probe- und Standardlésung nicht genau gleich 
groB sein, wird zu einem der Rohre eine kompensierende Menge Wasser 
zugesetzt (vgl. das bei der Ausfiihrung der Bestimmung im Serum 
angefiihrte Beispiel!). Das Reagenzrohr wird geschiittelt, bis die Farbe 
homogen ist, worauf die beiden Lésungen im Kolorimeter verglichen 
werden. Der Standard wird auf 20 mm eingestellt. Aus dem bei der 
Ablesung erhaltenen Werte (K) wird dann die Salicylsiurekonzentration 
des Liquors nach der oben angegebenen Formel in Promille berechnet ; 
200.05 05 
bk 8S 3 


diese wird im vorliegenden Falle: X - 


Die Konzentration des Standards (= ;: ) ist hier, wie ersichtlich, 


auf 3cem berechnet, was der in der Probelésung enthaltenen Liquor- 
menge entspricht. 


Beispiel (angetiihrt aus einem meiner Laboratorivmsprotokolle bei 
Versuchen in vivo): 

6cem Liquor + 4cem 92proz. Alkohol + 2cem 20proz. Trichlor- 
essigsiure, 11 Uhr 35 Minuten vormittags; filtriert 2 Uhr 30 Minuten 
nachmittags. 


6,00 ccm Filtrat. ..... = & (0,05ccm 0,2 prom. Vesuvinlésung 
135 . n Natronlauge . . | % z : ae « Salicylsdurelésung 
100 . 2proz. Trichlor- 26% 12,00 , 92proz. Alkohol 

essigsiure .. . £21100 , 20 . Trichloressigsdiure 
0.05 , 5proz.FeCl,-Lésung$§ 2/045 , H,O 

(violett) .... Poe 135 , n NaOH 
0,25 . 5Sproz.FeCl,-Lésung wes 100 , 2proz. Trichloressigséure 
250 . 0O2prom. Salicyl- |= : 030 . 5 , FeCl,-Lésung 

sdurelésung ..}/ 5 gm 1250 , H,O 








Bei der Ablesung wurden folgende Werte erhalten: 15,9, 15,6, 15,7, 
15,6, 15,8. 


Das arithmetische Mittel dieser Zahlen ist 15,72. 


20.05 05. 


= 5-15.73 — 3° X = 0,045 Prom. 


Xx 


Nach dem Standardisieren der Methode wurden folgende Kontroll- 
proben ausgefiihrt, wobei Liquor von Paralytikern verwendet wurde. 
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Berechnete _Getundene Fehler 

Nr. Konzentration Konzentration 
Prom. Prom. Proz 
1 5eem Liquor + | mg Salicylséure 0,200 0,201 0,5 
st = i: + 05 , we 0,100 0,100 0,0 
sae « me + 02 , a 0,040 0,039 25 
465 . “ + 02 , - 0,040 0,039 2.5 


Nach diesen Kontrollproben kénnen also von in vitro zugesetzter 
Salicylsiure 97,5 bis 100 Proz. wiedergefunden werden. 


Literatur. 


Brahme, Arsen in Blut und Cerebrospinalfliissigkeit. Stockholm 1923. 
Devrient, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 90, 242. — Fiessinger et Debray, 
Comptes rendus hebdomadaires des séances et mem. de la soc. de biol. 2, 
336, 1922. — Folin, Laboratory manual of biol. chemistry 1923. — Fri- 
derichsen, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 80, 235. — Hanzlik und Wetzel, 
Jahresber. d. Tierchem. 49, 615, 1919(Ref.). — Hauptmann, Klin.Wochenschr. 
1925, S. 1629. — Hérissey, C. r. etc. 2, 333, 1922. — Redlich, Pétzl und Hess, 
Zeitschr. f. d. ges. Neurolog. u. Psychiatr. 2, 715. Thoburn and Hanzlik, 
Journ. of biol. Chem. 28, 163, 1915. 





Ly, 


ri- 
el, 
hr. 
88, 


ik, 





Uber die Abhingigkeit der Lage 
der Absorptionsstreifen eines gelésten Farbstoffes 
in verschiedenen farblosen Lésungsmitteln. 


Von 


Antonie Szilard. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Zwischen dem Brechungsvermégen organischer Verbindungen und 
ihrer Konstitution wurden wichtige Beziehungen nachgewiesen. So 
hat man gefunden, da Isomere, die eine verwandte Struktur aufweisen, 
dasselbe, Isomere, die verschiedenartig aufgebaut sind, ein sehr ver- 
schiedenes molekulares Brechungsvermégen haben kiénnen. Auf Grund 
von vergleichenden Untersuchungen an homologen Reihen ist es auch 
gelungen, den Anteil der Refraktion zu berechnen, der innerhalb 
organischer Molekiile einzelnen Atomgruppen, z. B. der Gruppe C Ho, 
oder den einzelnen Atomen wie O oder H oder C zukommt; ja sogar 
festzustellen, daB es diesbeziiglich Unterschiede zwischen gesittigten 
C-Atomen und solchen gibt, die doppelt oder dreifach gebunden sind. 
Diese hochinteressanten Befunde, die bis etwa zum Jahre 1913 bei 
Smiles!) zusammengestellt sind, haben bereits des 6fteren eine wichtige 
Verwertung gefunden, und zwar in Fallen, wo die Konstitution einer 
Verbindung auf anderem Wege nicht zu ermitteln war, bzw. zwischen 
zwei oder mehreren méglichen Konstitutionsformeln auf andere Weise 
nicht entschieden werden konnte. 

Andererseits wurden ebenso wichtige Beziehungen zwischen der 
Konstitution organischer Verbindungen und ihrer Lichtabsorption, 
namentlich im ultravioletten (teils auch im ultraroten) Gebiete, auf- 
gedeckt, die in manchen strittigen Fragen den Entscheid gebracht haben. 

Die beiden oben erwihnten Gesichtspunkte, Brechungsvermégen 
einerseits und Lichtabsorption andererseits, wurden im Jahre 1878 


1) Samuel Smiles, Chemische Konstitution und physikalische Eigen- 
schaften ; aus dem Englischen iibersetzt von P. Krassa, bearbeitet und heraus- 
gegeben von R.0. Herzog, 8.263. Theodor Steinkopff, 1914. 
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einer experimentellen zusammenfassenden Betrachtung von A. Kundt') 
unterzogen, der die Ergebnisse seiner Untersuchungen wie folgt darstellt : 
,»,Hat ein farbloses Lisungsmittel ein betrichtlich gréBeres Brechungs- 
und Dispersionsvermégen als ein anderes, so liegen die Absorptions- 
streifen einer in den Medien gelésten Substanz bei Anwendung des ersten 
Mittels dem roten Ende des Spektrums niher als bei Benutzung des 
zweiten. Ein Medium, welches ein betrichtlich gréBeres Brechungs- 
vermégen hat als ein anderes, besitzt in den meisten Fillen auch ein 
gréBeres Dispersionsvermégen, es wird sich experimentell daher sehr 
schwer entscheiden lassen, ob das Brechungs- oder Dispersionsvermégen 
einer Substanz das MaBgebende fiir die Verschiebung des Absorptions- 
streifens ist.‘ 


Nachstehend soll iiber Versuche berichtet werden, in denen die 
Verschiebung der Absorptionsstreifen eines Farbstoffes im sichtbaren 
Spektrum bei Anwendung verschiedener farbloser Lésungsmittel 
beobachtet wurde, und zwar teils von Lésungsmitteln, die zu ver- 
schiedenen homologen Reihen gehéren, teils solche, an denen der Einflul 
der Isomerie oder anderer Umstinde gepriift werden sollte. 


Vorbesprechung. 

Der zu den Versuchen verwendete Farbstoff. Anstatt verschiedene 
Farbstoffe zu untersuchen, wie Kuwndt es tat, habe ich es vorgezogen, 
meine Untersuchungen an einer einzigen Substanz, an dem Dimethy!- 
ester des Himatoporphyrins auszufiihren, und zwar aus folgendem 
Grunde: Hamatoporphyrin in neutraler alkoholischer (oder in 
alkalischer) Lésung, mit seinen vier schénen, tiber das ganze Spektrum 
verteilten Absorptionsstreifen wire zu diesen Untersuchungen um so 
eher geeignet, da gerade die Vielstreifigkeit seines Spektrums fest- 
zustellen erlaubt, ob von der Verschiebung in gewissen Lésungsmitteln 
die rot- bzw. blauwirts gelegenen Streifen in gleichem Grade betroffen 
sind, oder nicht. Noch weit geeigneter als Hamatoporphyrin ist fiir 
solche Zwecke sein Dimethylester, der ebenfalls vier Absorptions- 
streifen, und zwar nahezu an denselben Stellen hat, jedoch den Vorteil 
bietet, sich in Solvenzien zu lésen, in denen Hamatoporphyrin selbst 
unléslich ist. 

Zunichst habe ich Hamatoporphyrin nach der Vorschrift von Will- 
stdtter und Fischer*) wie folgt hergestellt. Defibriniertes Pferde- oder Rinder- 


blut wurde zentrifugiert, die Blutkérperchen gewaschen, mit dem halben 
Volumen destillierten Wassers und mit Ather versetzt und hierdurch 


1) A. Kundt, Uber den EinfluB des Lésungsmittels auf die Absorptions- 
spektra geléster absorbierender Medien. Ann. d. Phys. u. Chem., N. F., 
4, 53, 1878. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 423, 1913. 
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hamolysiert. Nach entsprechend langem Stehen im Scheidetrichter wurde 
die das Oxyhimoglobin enthaltende wiasserige Schicht abgelassen und durch 
Durchleiten von Luft vom Ather befreit. Inzwischen wurde ein Liter Eis- 
essig, dem 4,5g Kochsalz zugesetzt waren, zum Sieden erhitzt, obige 
Hamoglobinlésung mit einer Geschwindigkeit von 300 cem pro einer halben 
Stunde hinzuflieBen gelassen und nach weiteren 10 Minuten langem Sieden 
mit 500 ccm destillierten Wassers verdiinnt, und zwar so, daB der ZufluB 
des Wassers ¥, Stunde lang dauerte. Nach 24stiindigem Stehen war die 
Ausscheidung des Hiimins beendet. Die dariiber stehende Fliissigkeit wurde 
dekantiert, der Kristallbrei am Filter gesammelt, dort mit Wasser, Alkohol 
und Ather gewaschen und getrocknet. 1g des so gewonnenen Hamins 
wurde in 30ccm Kahibaumschen Bromwasserstoff-Eisessigs (spezifisches 
Gewicht bei 0°C 1,40) im Wasserbad von 40 bis 42°C durch *, Stunden 
geschiittelt, wobei Lésung eintrat, und iiber Nacht im Finstern stehengelassen. 
Nun wurde die ganze Fliissigkeit auf das Fiinffache mit Wasser verdiinnt, 
nach sechsstiindigem Stehen mit essigsaurem Natrium gefallt, der Nieder- 
schlag am Filter chlor- und bromfrei gewaschen, endlich, um ihn auch 
eisenfrei zu bekommen, in ein wenig n/10 KOH gelést, filtriert, aus der 
alkalischen Lésung mit einigen Tropfen konzentrierter Essigsiiure wieder 
gefallt, am Filter séurcfrei gewaschen und getrocknet. 

Aus dem so gewonnenen Hamatoporphyrin habe ich den Dimethylester 
nach drei aus der Literatur bekannten Methoden dargestellt. 

a) PrdparatI. Verfahren von Nencki und Zaleski"). In die Lésung 
von 0,30 g Hamatoporphyrin in 50 cem absoluten Methylalkohols (Methanol 
Merck) wurde am Wasserbad bei aufgelegtem RiickfluBkiihler wahrend 
einer halben Stunde trockenes Salzséuregas eingefiihrt, die so erhaltene 
Lésung in Wasser, das essigsaures Natrium gelést enthielt, eingegossen, 
der rote flockige Niederschlag am Filter gesammelt, — gewaschen 
und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

b) PrdparatII. Verfahren von £. Fischer und A. Speier, 0,5 g 
Hamatoporphyrin wurde mit einem Gemisch von 5g absoluten Methyl- 
alkohols und 0,5g konzentrierter Schwefelsiure durch 4 Stunden am 
Wasserbad bei aufgesetztem RiickfluBkiihler im Sieden erhalten und die 
so erhaltene schén rotviolette Lésung unter fortwihrendem Umriihren in 
500 cem destilliertes Wasser einflieBen gelassen, worauf sich alsbald ein 
feiner Niederschlag bildete. Dieser wurde am naéchsten Vormittag auf einem 
geharteten Filter gesammelt, schwefelsiurefrei gewaschen und im Vakuum 
iiber Schwefelséiure getrocknet. 

c) Prdparate III bis VII wurden nach der Vorschrift von Kiister und 
Deihle*) dargestellt; 0,40g Hamatoporphyrin wurden in absolutem 
Methylalkohol, der 1 proz. Salzséure enthielt, durch 44 Stunde am Wasserbad 
bei aufgesetztem RiickfluBkiihler erhitzt, das Reaktionsprodukt in 300 cem 
Wasser, in dem essigsaures Natrium gelést war, eingegossen, der Niederschlag 
am Filter gesammelt und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

Der Dimethylester stellte, nach welcher immer der drei erwaihnten 
Methoden bereitet, ein dunkelrotbraunes, amorphes Pulver dar; der Versuch, 
ibn nach H. Fischer durch EingieBen der Chloroformlésung in siedenden 
Methylalkohol zur Kristallisation zu bringen, war stets miBlungen. Die 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 384, 1900. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 3252. 
8) Zeitschr. f. phys. Chem. 86, 51, 1913. 
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verschiedenen Praparate zeigten identische Eigenschaften. Sie waren in 
Wasser und auch in kalten Alkalien ganzlich unléslich ; lésten sich ein wenig 
in siedenden Alkalien. In Methyl-, Athylalkohol, in Ather, Essigither, 
Benzol und in Mineralséuren waren sie gut léslich. Der Schmelzpunkt 
betrug, am Priparat III bestimmt, 140 bis 142°C, an Priparat V 141°C, 
also eine gute Ubereinstimmung mit dem von Kiister und Deihle angegebenen 
Schmelzpunkt von 142°C, (Das Haimatoporphyrin, aus dem der Dimethy!l- 
ester dargestellt wurde, war bei 275° C noch nicht geschmolzen.) 

Davon, daB ich den reinen Dimethylester und nicht etwa mit unver- 
andertem Hamatoporphyrin oder mit dem Tetramethylester verunreinigte 
Praparate in Handen hatte, habe ich mich auch durch die Methoxylbestim- 
mung nach Zeisel iiberzeugt. Es lieferten 

0,1813 ¢ des Priparats V.. . . 0,1308g AgJ (ber.: 0,1360 g) 

0,1865¢ ,, 9” VI .. . 0,1379g AgJ ( ,, 0,1399 g) 

0,2168¢g ,, “ VIL. . . 0,i603g AgJ ( ,, 0,1626g) 


Uber das gleiche spektrale Verhalten der verschiedenen Praparate 
habe ich mich durch spektrophotometrische Bestimmung der Licht- 
absorption im Gebiet der vier Absorptionsstreifen iiberzeugt. Von 
den betreffenden Priiparaten habe ich Lésungen in Chloroform her- 
gestellt und dieselben in einem Kénigschen Spektrophotometer gepriift. 
Als Lichtquelle diente Gasgliihlicht. Wie aus nachstehender Tabelle I 
hervorgeht, in die ich die Maxima der Extinktionskoeffizienten 
kursiv eingetragen habe, wurden jene an den drei in dieser Hinsicht 
untersuchten Priparaten (mit Ausnahme des ersten rotwirts gelegenen 
Streifens an Priparat III) stets an derselben Stelle gefunden. 





Tabelle I. 
rete ha Priparat Il Praparat III Priparat IV 
& e é 
628,0 0,560 0,503 0,634 
625.3 0.631 0,524 0.679 
622,6 0,615 0,545 0,659 
621,3 0,504 0,504 0,616 
618,9 0,533 0.474 0,558 
578,5 0,704 0,697 0,776 
576,2 0,751 0,756 0,853 
5753 0.817 0,807 0.860 
574.4 0,829 0.812 0,861 
573.4 0.818 0.777 0.830 
537,6 0,501 0,539 0,593 
536,0 0,582 0,556 0,605 
535,1 0,630 0564 0,615 
534.3 0.613 0,549 0,596 
533,6 0,611 0,542 0,544 
531,5 0,564 0,514 0,528 
504,8 0,432 0,478 0,505 
503.5 0,502 0,499 0,516 
502,9 0:539 0,508 0,525 
502,3 0,507 0,499 0,519 


501,6 0,503 0,487 0,506 
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Diese Maxima stimmen, namentlich die gegen Rot gelegenen, nicht 
gut mit den von Schumm’) erhaltenen iiberein. Doch ist zu bedenken, 
daB gerade in diesem Spektralgebiet die Ablesungen in Intervallen von 
mehreren yu erfolgten, daher die wirklichen Maxima irgend dazwischen 
gelegen sein konnten. Durch die von mir angezeichneten Maxima soll 
nur auf die gute Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Prii- 
paraten hingewiesen sein. 


Die verwendeten Lésungsmittel. Dem Erfordernis, daB die Priifung der 
Absorptionsstreifen in einer méglichst groBen Zahl garantiert absolut 
reiner, wasserfreier und giéinzlich unzersetzter Lésungsmittel erfolge, 
konnte ich infolge der Schwierigkeiten bei der Beschaffung des Materials, 
insbesondere aber aus pekunidiren Griinden nur teilweise nachkommen. 
Bemerkungen, die sich auf die Herkunft der von mir verwendeten Lésungs- 
mittel beziehen, sind jeweils bei der Besprechung der betreffenden Lésung 
angebracht. 

In den meine Ergebnisse enthaltenden Tabellen ist beziiglich jedes 
Lésungsmittels sowohl der auf Luft bezogene Brechungsindex n, wie 
auch das molekulare Brechungsvermégen MR nach Lorentz und Lorenz 

n?— 1] 


: : m : 
berechnet angegeben. Letzteres ist gleich e , wo mit n der auf 


242d 
Luft bezogene Brechungsindex, mit m das Molekulargewicht und mit d 
das spezifische Gewicht bezeichnet sind. Beziiglich der meisten von mir 
untersuchten Lésungsmittel konnten die fiir M R(bei 20°C und bei der 
D-Linie) fertig berechneten Daten den Landolischen Tabellen entnommen 
werden ; an den iibrigen habe ich die auf Luft bezogenen Brechungsexponenten 
mittels eines Zeissschen Refraktometers, das mir von Herrn Prof. Rybdr, 
Direktor des I. physikalischen Instituts der hierortigen Universitat, in 
liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt wurde, bestimmt und hieraus 
den Wert M nach der oben angefiihrten Formel berechnet. Soweit solche 
von mir bestimmte Werte in den nachfolgenden Tabellen vorkommen, ist 
dies stets am betreffenden Orte vermerkt. 

Apparatur und Ausfiihrung der Ablesungen. Die Untersuchungen 
wurden mittels eines Zeissschen Gitterspektrometers vorgenommen unter 
Benutzung einer Nitralampe als Lichtquelle; als Fliissigkeitsbehalter diente 
eine Kiivette mit planparallelen Wanden, deren Breitseiten auf den mittleren 
hufeisenférmigen Teil nicht aufgeklebt, sondern bloB durch den Druck eines 
federnden Rahmens festgehalten waren. Dadurch, daB die Kiivette auf diese 
Weise bei jedem Fliissigkeitswechsel in drei Teile auseinander genommen 
werden konnte, war die Méglichkeit einer sehr genauen Reinigung gegeben. 
Beziiglich des Gitterspektrometers sei noch erwaihnt, daB es mit Riicksicht 
auf die Leichtverschieblichkeit der Wellenlingentrommel geboten erschien, 
die Lage der D-Linie méglichst oft, zuweilen sogar Tag fiir Tag zu kon- 
trollieren ; denn in der Tat war oft Wochen hindurch keinerlei Verschiebung, 
zuweilen aber -— offenbar infolge eines gelinden StoBes, der den Apparat 
getroffen hatte —— eine solche von mehreren ap zu konstatieren. Die Unter- 
suchungen wurden stets so ausgefiihrt, daB die beiden Rander der vier 
Absorptionsstreifen der Reihe nach bestimmt wurden. Aus der Lage der 
Rander habe ich die Mitten der Absorptionsstreifen berechnet, die jedoch, 


1) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 56, 1923. 
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da die Streifen mehr oder minder asymmetrisch sind, nicht genau mit den 
Absorptionsmaxima zusammenfallen, woriiber Naheres aus den diesbeziig- 
lichen Ausfiihrungen bei Kajdi') zu ersehen ist. Die Ablesungen wurden 
an jeder Lésung mindestens dreimal, meistens 6fter wiederholt, aus diesen 
Ergebnissen der Mittelwert berechnet und dieserin die nachstehenden Tabellen 
elingetragen. 

Die Ergebnisse meiner Versuche. 

Ehe ich an die Einzelbeschreibung meiner Versuchsergebnisse 
gehe, sei vor allem festgestellt, da®B sich diese mit den Kundtschen 
insofern decken, als die Reihenfolge der Lésungsmittel, in denen ich 
eine zunehmende Verschiebung der Absorptionsstreifen nach dem roten 
Spektralende konstatieren konnte, dieselbe war, die Kundt gefunden 
hatte. In nachstehende Zusammenstellung konnten natiirlich nur 
diejenigen Lésungsmittel Aufnahme finden, die sowohl bei Kundt als 
auch bei mir vorkamen. 

Beziiglich der Kundtschen Befunde habe ich einfach die Lisungs- 
mittel in der Reihenfolge angefiihrt, wie die Absorptionsstreifen in ihnen 
zunehmend nach dem roten Spektralende verschoben werden, von 
meinen Befunden aber der Einfachheit halber bloB die Lage der ersten 
Absorptionsstreifen in denselben Lésungsmitteln angegeben. 


- Szilard 
Kundt pr 

a ee 
Athylalkohol ......... . 6280 
RD 6 ore hed 4 <) SR 
0 ee 
CO ee ee ee ee 
wee he eed ty ee Ca et oo 5 RRR 
Schwefelkohlenstoff ..... . . 629,7 


Auch muB bemerkt werden, dab beziiglich einzelner der von Kundt 
untersuchten Farbstoffe in obiger Reihenfolge die Stellung von Amy|l- 
alkohol und Chloroform bzw. von Benzol und Toluol vertauscht ist. 

Endlich mu8 betont werden, daB alle in den nachstehenden Tabellen 
angefiihrten Daten an Lésungen von Priparat V erhalten wurden. 

A. Homologe Reihe normaler Alkohole. Zur Verwendung kamen 
Methyl- und Athylalkohol, die beide nach allen Kautelen gereinigt und 
von Wasser befreit waren (ich erhielt sie von Herrn Prof. Groh an 
der hiesigen tierarztlichen Hochschule und spreche ihm auch an dieser 
Stelle meinen wiirmsten Dank aus); ferner n Propylalkohol (Merck 
und Kahlbaum), n Butylalkohoi (Kahlbaum), n Heptylalkohol (Kahl- 
baum) und n Oktylalkohol (Kahlbaum und Schuchardt). Die letzt- 
genannten vier Priparate hatten jahrelang in der Originalverpackung 
im Finstern gestanden. Beziiglich des n Oktylalkohols sei erwahnt, daB 


') L. Kajdi, diese Zeitschr. 165, 475, 1925. 
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die Ablesung der Absorptionsstreifen an dem Kahlbaumschen, dic Be- 
stimmung der Refraktion aber an einem frisch bezogenen Schuchardt- 
schen Praparat erfolgt war. 


Tabelle II. 





Mitte der Absorptionsstreiten 


Lésungsmittel "» My R I Il ill IV 
Methylalkohol . . . . 1.3305 823 6216 570.7 | 5321 4980 
Athylalkohol . . . . .  1,3623 | 1263 623.0 | 5718 | 5324 4984 
n Propylalkokol. . . . 1,3854 | 17,52 6227 | 572.2 | 5331  498,9 
n Butylalkohol ... . = 1,3991 22,13 623,1 | 5728 5331 499.9 
n Heptylalkohol .. . 1,253 | 36,09 624.7 | 574,7 | 533,7 500.2 
n Oktylalkohol . . . . 14314" 4064 6252 | 5748 5338 4995 


*) Von mir selbst bestimmt. 


Innerhalb der homologen Reihe sieht man mit steigendem Mole- 
kulargewicht den Brechungsexponenten und die molekulare Refraktion 
ansteigen, gleichzeitig aber auch, das die Absorptionsstreifen nach dem 
roten Spektralende verschoben werden, wobei insgesamt bloB zwei 
Daten aus der Reihe der iibrigen springen. Von der Verschiebung sind 
nicht alle Streifen gleichmaBig betroffen; an den beiden nach dem 
roten Spektralende zu gelegenen ist die Verschiebung etwa doppelt 
so groB wie an den beiden anderen. 


B. Homologe Reihe von Athylestern. Athylacetat stand mir ‘in 
Form eines Kahlbaumschen Priaparats zur Verfiigung; Athylformiat, 
-propionat, -butyrat, -valerat und -capronat verdanke ich der Liebens- 
wiirdigkeit des Herrn Prof. @. Buchbéck, Vorstand des dritten chemi- 
schen Instituts der hiesigen Universitit. Die Herkunft dieser Ester 
war nicht mehr zu ermitteln; sie standen, seit Jahren in Flaschen mit 
Glasstopfen eingefiillt, in dem auch sonst vor Licht gut geschiitzten 
kiihlen Priparatenraum, dessen Fenster zudem noch mit aktinischen 
Glasern versehen sind. 





Tabelle II]. 
Mitte der Absorptionsstreifen 
Lésungsmittel "» W,® I " : mW IV 
Athylformiat . . . . . 1,36459| =?  601,9 | 5624 5318 4982 
Athylacetat. .. . . . 13727 | 2225 623,7 | 574,1 5315 497.6 
Athylpropionat . . . . 13848 2690 6241 5748 5323 497.9 
Athylbutyrat .. . . . |1,3931 | 31,47 6242 | 5748 5325 4984 
Athylvalerat .. . . . 13976") 36,10 | 625,1 5751 5320 4988 
Athyleapronat .. . . 1,4079") 40,02 6243 5751 5327 4988 


*) Von mir selbst bestimmt. 
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Wie aus Tabelle III ersichtlich, war, wie in der Alkoholreihe, mit 
Athylacetat angefangen (iiber das Athylformiat siche weiter unten!), 
neben dem parallelen Anstieg des Brechungsexponenten und der 
molekularen Refraktion auch eine Verschiebung der Absorptions- 
streifen gegen das rote Spektralende zu konstatieren, und waren es 
zufilligerweise auch hier bloB zwei Werte, die aus der Reihe 
der iibrigen sprangen. Im Gegensatz zu den Alkoholen war 
aber die Verschiebung eine weit geringere, indem hier der Unter- 
schied zwischen dem héchsten und geringsten Wert auch an 
dem rotwiarts gelegenen ersten Streifen bloS 1,4, an den iibrigen 
Streifen aber 1,0, 1,2 und 1,2 uy betrug, wihrend die Unterschiede 
in der Alkoholreihe an den beiden rotwarts gelegenen Streifen 3,6 und 
4,1 wp ausmachen. 

Nun ergibt eine weitere Berechnung folgendes: Die molekulare 
Refraktion nimmt in der Alkoholreihe vom Ein- bis zum Achtkohlenstoff- 
alkohol um 32,4 zu, in der Esterreihe vom Ester mit der Zwei- bis zum 
Ester mit der Sechskohlenstoff-Alkoholkomponente um 17,8, woraus 
sich in der Alkoholreihe als Unterschied zwischen je zwei benachbarten 
Gliedern der Wert 4,6, in der Esterreihe nahezu wieder dasselbe, niimlich 
4,5 ergibt. Hingegen betragen die betreffenden Spannungen beziiglich 
des Brechungsexponenten in der Alkoholreihe 0,1009, in der Esterreihe 
0,0352 ; so daB sich als mittlerer Unterschied zwischen zwei benachbarten 
Gliedern der Alkoholreihe 0,0147, in der Esterreihe aber bloB 0,0088 
errechnen 148t. (Der tatsichliche Unterschied zwischen der mole- 
kularen Refraktion zweier benachbarter Glieder ist lings der ganzen 
Reihe weit konstanter, als der zwischen ihren Brechungsexponenten). 
Es scheint also beziiglich der Verschiebung der Absorptionsstreifen 
eher ein Zusammenhang mit dem Brechungsexponenten als mit 
der molekularen Refraktion zu bestehen. Wie dem immer sei, 
innerhalb jeder der beiden homologen Reihen besteht ein unverkenn- 
barer konsequenter Parallelismus zwischen Molekulargewicht, Brechungs- 
exponent und molekularer Refraktion des Lésungsmittels einerseits 
und der Lage der vier Absorptionsstreifen in den betreffenden Lésungen 
andererseits. 

DaB das abweichende Verhalten des Athylformiats nicht durch 
Ablesungsfehler verursacht oder etwa durch Unreinheit des Priparats 
verschuldet war, geht daraus hervor, daB sich auch das Methy]l- 
formiat ebenso verhielt. Man hat den Eindruck, daB in diesen 
beiden Lésungen bereits eine Anniherung an das_ saure 
Spektrum stattfindet, das am Hiamatoporphyrin - Dimethylester 
ihnlich wie am Hiamatoporphyrin beschaffen ist. Ganz aus- 
gesprochen ist dies der Fall am Athyloxalat, wie aus nachstehender 
Tabelle IV hervorgeht. 
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Tabelle IV. 
Mitte der Absorptionsstreifen 
Lésungsmittel "yy I Ul ul IV 
wu wu un ae 


Methylformiat . . . -| 1,8506*)| 6028 562.7 530,1 501,1 
Athylformiat. ..... 1,3645*) 6019 562.4 5318 497.2 
Athyloxalat ......,/ 1,410 595,7 561,0 551,9 


*) Von mir selbst bestimmt. 


C. Vergleich zwischen normalen Alkoholen und den Estern mit der 
gleichen C-Zahl. Zu diesem Vergleich standen mir drei Paare zur Ver- 
fiigung, deren Daten in nachfolgender Tabelle V zusammengestellt sind. 


Tabelle V. 





Mitte der Absorptionsstreifen 


Lésungsmittel My R I ll aT IV 
n Butylalkohol .... 22,13 623,1 572.8 533,1 4989 
Athylacetat ..... .|| 22,25 623,7 574,) 531,5 497,6 
n Heptylalkohol ... . 36,09 624.7 574.7 533,7 500.2 
Athylvalerat. ..... 36,10 625.1 575,1 532,0 498.8 
n Oktylalkohol. ... . 40,64*) 625,2 574,8 533.8 499.5 
Athyleapronat ..... 40,02 624.3 575,1 532,7 498.8 


*) Von mir selbst bestimmt. 


In dieser Tabelle ist je ein Alkohol mit dem Ester von derselben 
Kohlenstoffzahl vergesellschaftet; ihre molekulare Refraktion _ ist 
nahezu identisch, hingegen die Lage der Absorptionsstreifen eine 
verschiedene: Die beiden violettwirts gelegenen Streifen sind in der 
Esterlésung geyeniiber der alkoholischen violettwirts, die beiden 
rotwirts gelegenen rotwirts verschoben. Nur in der dritten Gruppe 
erleidet diese regelmaBige Verschiebung eine Stérung, und zwar 
infolge der offenbar unrichtig bestimmten Lage des ersten rotwiirts 
gelegenen Streifens am Athyleapronat, welcher Wert auch in Tabelle III 
aus der Reihe springt. Wenn hiervon abgesehen werden darf, so kann 
man fiiglich sagen, daB es sich hier um eine ziemlich sichergestellte 
GesetzmaBigkeit handelt, um so eher, da die betreffenden Unterschiede 
iiberwiegend gréBer sind, als den zulissigen Fehlerquellen entspricht. 
Die Unterschiede betragen am 





1. Streiten Il. Streifen III. Streifen IV. Streifen 


unm we wn eee 
An dem je 4C enthaltenden Paare 0.6 13 16 13 
et Oe : L 0.4 0.4 1,7 14 
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D. Primdre, sekunddre und tertidre Alkohole. Wire der Parallelismus 
zwischen molekularer Refraktion eines Lésungsmittels und Lage der 
Absorptionsstreifen des in ihm gelésten Farbstoffes eine GesetzmiBigkeit 
von allgemeiner Giiltigkeit, so hitte ich, da ,,lsomere mit ahnlicher 
chemischer Natur und Struktur fast das gleiche ... molekulare 
Brechungsvermégen besitzen‘‘ (Smiles), bei Verwendung obiger Isomeren 
die Absorptionsstreifen stets an derselben Stelle finden miissen. Dies 
war aber durchaus nicht der Fall. Es standen mir der normale, der 
sekundiire und tertiiire Butylalkohol (Kahlbaumsches Priparate) zur 
Verfiigung, deren molekulare Refraktion, wie auch aus nachstehender 
Tabelle VI ersichtlich, nahezu identisch ist. Ordnet man die 
fiir die Lage der Absorptionsstreifen erhaltenen Daten nach den 
Brechungsindizes, so ergibt sich laut Tabelle VI, daB die beiden 
rotwarts gelegenen Streifen gegen das violette Spektralende ver- 
schoben sind (ein aus der Reihe springender Wert an sekundirem 
Alkohol!), die beiden violettwirts gelegenen aber gegen das rote 
Spektralende. 





Tabelle VI. 
Mitte der Absorptionsstreifen 
Lésungsmittel "nh sl ad Pt I “a ¥ Il I Iv 
tert. Butylalkohol . . . 1,3878 | 22,22 624,1 573.5 532.6 4978 
sek. " _. . 18974 2212 6237 | 5742 | 532.7 | 4988 
n ‘ . . «| 13991 | 22,13 6231 | 5728  533,1 | 499,9 


Diese Verschiebungen sind nicht sehr bedeutend, auch nicht ganz 
regelmaBig, doch jedenfalls gréBer, alsesden unvermeidlichen Versuchs- 
bzw. Ablesungsfehlern entspricht. 

Beobachtungen am Isomerenpaar normaler und sekundarer Okty!- 
alkohol (Kahlbaum) ergaben kein klar zu deutendes Ergebnis (Ta- 
belle VII). 


Tabelle VII. 





Mitte der Absorptionsstreifen 


Lésungsmittel D “D I I m |} IV 

' | | 
sek, Oktylalkohol . . . |1,4244 40,56 6250 573,7 | 5338 | 499,0 
n . . « « | 14314*) 40,64 625.2 5748 | 533,8 | 499,5 


*) Von mir selbst bestimmt. 
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Durch die Isomerie von der Art, wie sie beziiglich der normalen, 
sekundiren und tertiiren Butylalkohole besteht, wird also kaum ein 
Unterschied im molekularen Brechungsvermégen, wohl aber beziig- 
lich der Lage der Absorptionsstreifen des gelisten Farbstoffes ver- 
ursacht. 


E. Isomere mit verzweigten Kohlenstof{fketten. Von Alkoholen mit 
verzweigter Kohlenstoffkette stand mir leider nur ein einziger zur 
Verfiigung, Isoamylalkohol mit dem Siedepunkt 131°C (Mercksches 
Priparat), daher sich die an ihm erhobenen Daten nur im Vergleich 
mit der unter A. besprochenen Reihe der normalen Alkohole verwerten 
lassen. 


Leider fehlt in dieser Reihe gerade auch der normale Amylalkohol, 
so daB sich ein Vergleich nur auf folgende Weise anstellen laBt: An 
den normalen Alkoholen war vom Methyl- bis zum Butylalkohol mit 
der Zunahme des molekularen Brechungsvermégens eine zunehmende 
Verschiebung aller Absorptionsstreifen gegen das rote Spektralende 
wahrzunehmen. Vom Butyl- bis zum Isoamylalkohol nimmt das mole- 
kulare Brechungsvermégen um 4,6 zu, genau wie zwischen den jeweilig 
benachbarten normalen Alkoholen. Hingegen findet vom Butyl- bis 
zum Isoamylalkohol die erwartete Verschiebung nach dem roten 
Spektralende nur an einem einzigen Streifen statt; an zwei anderen 
Streifen erfolgt die Verschiebung nach dem blaten Spektralende 
(Tabelle VIII). 











Tabelle VIII. 
Mitte der Absorptionsstreifen 
Lésungsmittel "» M,® I Il i WW mm i Vv 
n Butylalkahol . . . . 1,991 22,13 623,1 572.8 | 533,1 | 499.9 
iso-Amylalkohol ... 14084 26,74 622.9 5721 5339 4995 


Also kann das molekulare Brechungsvermégen eines primiren 
Alkohols mit verzweigter Kohlenstoffkette den Wert haben, der seiner 
Kohlenstoffzahl entspricht, waihrend die von ihm ausgeiibte Beein- 
flussung der Lage der Absorptionsstreifen nicht seiner Kohlenstoffzah| 
entspricht. 


F. Isomere Ester. Ich hatte Gelegenheit, einerseits die Isomeren 
Methylpropionat, Athylacetat und Propylformiat (Kahlbaumsche 
Priparate), andererseits Isoamylpropionat (Kahlbaum) und Athyl- 
capronat (von Herrn Prof. Buchbéck) zu vergleichen. Das Ergebnis 

13* 
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war, wie aus nachstehender Tabelle [IX zu ersehen ist, an den zwei 
Isomerengruppen ein teilweise verschiedenes. 


Tabelle 1X. 





Mitte der Absorptionsstreifen 


| 
‘ | 

Lésungsmittel | "Dp v), R I Il tl IV 

wu we uu uu 

Methylpropionat . . . |/1,3770 22,41 624.1 574,0 5315 497,7 
Athylacetat . . . . . . |1,3727 | 2225 | 623.7 | 5741 5315 497.6 
Propylformiat. . . . . |/1,3784*) 22,13 623.3 573.9 532.4 498.4 
Isoamylpropionat . . . 1,4067*) 39,97 6246 575.0 | 5329 4986 
Athyleapronat . .. . |1,4079*) 40,02 624.3 575.1 532.7 498.8 


*) Von mir selbst bestimmt. 


Brechungsindex und molekulares Brechungsvermégen sind an 
den drei erstgenannten Isomeren sehr ahnlich; dem entspricht beziiglich 
der Lage der Absorptionsstreifen der sehr geringe Unterschied von 0.4, 
0,1, 0 und 0,1 4 zwischen Methylpropionat und Athylacetat, wahrend 
hingegen der Unterschied zwischen Athylacetat und Propylformiat 0,4, 
0,2, 0,9 und 0,8 uu betragt. Die Ursache des geringen Unterschiedes 
im ersten, des gréBeren im zweiten Falle diirfte davon herriihren, dab 
in der Lagerung der Alkylgruppen zwischen Methylpropionat und 
Athylacetat ein weit geringerer Unterschied besteht als zwischen diesen 
beiden Estern und dem Propylformiat, in welch letzterem Alkylgruppen 
nur an einem Ende des Molekiils sich finden. Diese Verhaltnisse werden 
durch nachstehende Darstellungsart am besten charakterisiert. 








CH, CH, H 
p on cise J 
‘0 (c=0} C—O 
l | 
C=O O O 
| 1 oy iy 
CH, CH, CH, 
| | | 
CH, CH, CH, 
| 
3 CH, 
Methylpropionat Athylacetat Propylformiat 


Ist diese Erklarungsart richtig, so miissen am anderen Isomerenpaar 
(Isoamylpropionat und Athyleapronat) die Unterschiede beziiglich der 
Lage der Absorptionsstreifen nur gering sein, da ja im Aufbau dieser 
beiden Ester — abgesehen von der verzweigten C-Kette im ersteren — 
dieselbe Analogie besteht, wie zwischen Methylpropionat und Athylacetat. 
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ei Dies ist laut Tabelle IX in der Tat der Fall, indem die Unterschiede blob 
0,3, 0,1, 0,2 und 0,2 uy betragen. 
CH, CH, CH, 

4 (C Hy), « H,), 

iz C—O) 

bo] 0 

du, c H, 

é H, t H, 

Isoamylpropionat Athyleapronat 


G. Ungleiche Beeinflussung der Lage der Absorptionsstreifen bei 

nahezu identischem molekularen Brechungsvermégen nicht isomerer Ver- 

, bindungen. Hierzu lieferte mir Chloroform und Schwefelkohlenstoff 

(von Herrn Prof. Groh gereinigte Praparate) ein geradezu klassisches 

Beispiel, wobei allerdings bemerkt werden muB, daB nur das molekulare 

Brechungsvermégen an beiden Verbindungen nahezu identisch, der 

Brechungsindex aber giinzlich verschieden ist. Wie aus nachstehender 

Tabelle X hervorgeht, ist mit dem gréBeren Brechungsindex des 

Schwefelkohlenstoffs eine starke Verschiebung der Absorptionsstreifen 
nach dem roten Spektralende verbunden. 





Tabelle X. 
Mitte der Absorptionsstreifen 
Lésungsmittel ed D | My R =a 7 =a Te a ul sae | IV a 
uu uu un wn 
Chloroform... .. . | 14467 2140 6236 | 5728 | 535.1 501,0 
Tetrachlormethan ...... 1,4607 26,51 6280 | 5767 | 535.9 502.4 
Schwefelkohlenstoff . . | 16276 2136 629.7 | 5793 | 5419 5075 


Merkwiirdigerweise ist diese Verschiebung an allen Streifen nahezu 
gleich groB; sie schwankt zwischen 6,1 und 6,8 py. 

Einen Ubergang zwischen Chloroform und Schwefelkohlenstoff 
scheint das Tetrachlormethan zu bilden, indem hier gegeniiber dem 
Chloroform die beiden rotwirts gelegenen Streifen stirker, die beiden 
violettwarts gelegenen weit schwicher rotwirts verschoben sind. 


H. Homologe Reihe aromatischer Verbindungen. Benzol, Toluol 
und Xylol standen mir nur in dem Grade von Reinheit zur Verfiigung, 
wie diese Priiparate zu den tiblichen Laboratoriumszwecken verwendet 
zu werden pflegen. Wie aus nachstehender Tabelle X1 ersichtlich, ist 
mit zunehmendem molekularem Brechungsvermégen am ersten rotwarts 
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gelegenen Absorptionsstreifen eine regelmaBige, deutliche, am zweiten 
und dritten Streifen eine weniger regelmaBige Verschiebung nach dem 
roten Spektralende, am vierten keine zu konstatieren. 








Tabelle XI. 
Mitte der Absorptionsstreifen 

Lé ittel n M_R - —— 

osungsmitte D D I | Il | ul IV 

au | “uu uu “uu 
EE dns da ex at Xp 1,5014 26,18 625.8 575.5 534,7 500.6 
| ae 1,4992 | 31,06 626,2 575.4 535,1 500.8 
| ear ae 1,4996 | 35,90 626,7 576.4 535,1 500.8 


Die oben ausfiihrlich besprochenen Ergebnisse, die auch in nach- 
stehender Abbildung wiedergegeben sind, lassen sich kurz wie folgt 
zusammenfassen : 

1. Die Kundtsche Rege!, wonach mit zunehmendem molekularen 
Brechungsvermégen farbloser Léisungsmittel die Absorptionsstreifen der 
gelésten Farbstoffe rotwdrts verschoben werden, wird im allgemeinen be- 
stdtigt. 

2. Innerhalb der homologen Reihe normaler Alkohole erleiden mit 
zunehmendem molekularen Brechungsvermégen der Lésungsmittel die 
Absorptionsstreifen des gelésten Farbstoffes eine zunehmende rotwéirts 
gerichtete Verschiebung, die an den rotwdrts gelegenen Streifen stdrker ist 
als an den violettwirts gelegenen. 

3. Auch innerhalb der homologen Reihe der Athylester findet eine 
analoge Verschiebung statt, nur ist sie geringer als an den normalen 
Alkoholen. 

4. n Alkohole und Athylester mit derselben C-Zahl haben zwar an- 
nihernd dasselbe Brechungsvermégen, doch unterscheiden sie sich beziiglich 
der Lage des Absorptionsstreifen des in ihnen gelésten Farbstoffes. Von 
der Verschiebung in der Esterlésung im Vergleich mit der alkoholischen 
Lésung werden die rot- bzw. violettwirts gelegenen Absorptionsstreifen 
ungleichsinnig betroffen. 

5. Eine ungleichsinnige Verschiebung der Absorptionsstreifen ist 
auch innerhalb der Reihe isomerer Alkohole (normal, sekunddr, tertidr) 
anzutreffen. 

6. Ein Alkohol mit verzweigter C-Kette hat sehr angendhert dasselbe 
molekulare Brechungsvermégen wie der normale Alkohol mit derselben 
C-Zahl ; hingegen ist die Lage der Absorptionsstreifen des in beiden gelésten 
Farbstoffes eine verschiedene. 

7. Die Lage der Absorptionsstreifen des in isomeren Estern (mit 
nahezu identischem molekularen Brechungsvermégen) gelésten Farbstoffes 
zeigt geringe Unterschiede, wenn die Ester auch strukturell méglichst 
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dihnlich sind; bei struktureller Verschiedenheit sind die Unterschiede in 
der Lage der Absorptionsstreifen gréfer. 

8. Nichtisomere Verbindungen mit nahezu identischem molekularen 
Brechungsvermégen, kénnen sich beziiglich der Lage der Absorptions- 
streifen des in ihnen gelésten Farbstoffes sehr verschieden verhalten. 

9. Innerhalb der homologen Reihe der Benzole findet mit zunehmendem 
molekularen Brechungsvermégen eine Verschiebung der Absorptions- 
streifen des gelésten Farbstoffes nach dem roten Spektralende statt, nur 
ist sie weit geringer als innerhalb der homologen Reihe der normalen 






























































Alkohole. 
, S888 RERRE ayy BRD 
Abb. 1. 
A) 1. Methylalkohol, B) 1. Athylacetat, C) 1. n-Butylalkohol, 
2. Athylalkohol, 2. Atbylpropionat, 2. Athylacetat, 
3. nsPropylalkohol, 3. Athylbutyrat, 3. nsHeptylalkohol, 
4. n-Butylalkohol, 4. Athylvalerat, 4. Athylvalerat, 
5. nsHeptylalkohol, 5. Athylcapronat. 5. neOctylalkohol, 
6. n-Octylalkohol. 6. Athylcapronat. 
D) 1. tertiarer Butylalkobol, F) 1. Methylpropionat, 
2. sekundirer Butylalkohol, 2. Athylacetat, 
3. normaler Butylalkohol, 3. Propylformiat, 


4. lsoamylpropionat, 
5. Athyleapronat. 


Ohne auf die méglichen Ursachen der beschriebenen vielfaltigen 
und nicht so ohne weiteres deutbaren Erscheinungen eingehen zu 
wollen, seien hier die Befunde von Spring!) erwaihnt, denen auch solche 


1) W. Spring, Receuil des travaux Chimiques des Pays-Bas et de la 
Belgique 16, (N. F. 1), 17, 1897. 
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von Russel und Lapraik') vorangingen. Spring hat eine Reihe von 
sogenannten farblosen organischen Lésungsmitteln in meterlanger 
Schichtdicke der spektroskopischen Priifung unterworfen und Ab- 
sorptionsstreifen nachgewiesen, die innerhalb einer homologen Reihe 
um so niher dem roten Ende des Spektrums gelegen sind, je gréBer dic 
C-Zahl der betreffenden Verbindung ist. In nachfolgender Reihe ist es 
so ziemlich nur der Methylalkohol, der diesbeziiglich aus der Reihe 
springt. Spring fand die Absorptionsstreifen am 


Methylalkohol . . . . . . . bei 639.5 44 
Re Sw oe we ce gs Oe 
PeGmpeneeenn. . 5 5 es se pe ORF 
Isopropylalkohol . .... . ,, 634,5 ,, 
Isobutylaikohol ...... ,, 636,1 ,, 
SEI ic) Gs, ce. nk ag a 
. aaa FO LE 
ee ls ees ee a el a I 
Es te ee 8 we w a ag ee ee OER 


Die von Kundt und nun auch von mir konstatierte Verschiebung 
der Absorptionsstreifen eines Farbstoffes, wenn dieser in der homologen 
Reihe von Alkoholen gelést untersucht wird, ist mit dem Springschen 
Befund nicht identisch, bzw. Kundts und meine Befunde kénnen aus 
dem Verhalten des reinen Lésungsmittels allein nicht erklirt werden ; 
bedenke man doch die hundert- und mehrfach gréBeren Schichtdicken, 
die Spring anwenden muBte, um seine Absorptionsstreifen wahrnehmen 
zu kénnen. Verwandt bzw. auf eine gemeinsame Ursache zuriick- 
zufiihren diirften die beiderseitigen Erscheinungen — die mit zu- 
nehmender MolekulargréBe erfolgende Verschiebung der eigenen Ab- 
sorptionsstreifen einerseits, und die Verschiebung der Absorptions- 
streifen des gelésten Farbstoffes andererseits — allerdings sein. So 
kann man sich z. B. vorstellen, daB vielleicht in den Alkoholen, wena 
sie als Lésungsmittel mit dem gelésten Farbstoff in nihere Beziehung 
treten (Solvatation), die Tendenz, mit zunehmender MolekulargréBe 
die Absorptionsstreifen rotwarts zu verschieben, so enorm gesteigert 
wird, daB schon in lem dicker Schicht dieselbe Wirkung zustande 
kommt, wie in reinem Zustande erst in einer Schichtdicke von 
mehreren Metera. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Paul Hari ausgefiihrt. 


1) J. W. Russel et W. Lapraik, Journ. of the chem. Soc. 39, 168, 1881; 
zitiert bei Spring. 
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VII. Mitteilung: 


Cher den Einflu8 des Himatoporphyrins auf Korpertemperajur 
und Energieumsatz. 


Von 
Ladislaus Kajdi. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1926.) 


Uber das Vorkommen von Porphyrinen in Harn und Kot sowie 
auch in gewissen tierischen und pflanzlichen Gebilden haben die neuesten 
Untersuchungen mehr Klarheit geschaffen als noch vor einigen Jahren 
zu erhoffen war, desgleichen teilweise auch iiber die Provenienz so 
mancher dieser Stoffe. Die merkwiirdigen  Sensibilisierungs- 
erscheinungen, die nach Einbringung von Himatoporphyrin an den 
Versuchstieren zu beobachten sind, wenn man sie dem Lichte aussetzt, 
sind ebenfalls allgemein bekannt. Unbeantwortet ist aber bis auf den 
heutigen Tag die Frage geblieben, ob den Porphyrinen eine Wirkung 
auf den Stoff- bzw. Energieumsatz zukommt, und wenn dies der Fall 
ist, in welcher Weise sich diese Wirkung iuBert ’ 

Denn es ist von vornherein durchaus nicht unméglich, daB die 
Porphyrine als intermediire Produkte in weit gréBeren Mengen gebildet 
werden als sie aus Harn und Kot erhalten werden kénnen, indem sie 
bald nach ihrem Entstehen tiefer abgebaut werden. Wahrend der noch 
so kurzen Dauer ihres Bestehens kénnten sie aber den Stoff- und Energie- 
umsatz in erheblichem MaBe beeinflussen. 


In den nachstehend zu beschreibenden Versuchen habe ich es 
unternommen, dieser Frage naherzutreten. 
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Einrichtung der Versuche. 


Als Versuchstiere habe ich mit Ausnahme eines Tieres, das noch im 
Wachstum begriffen war, erwachsene weiBe Ratten verwendet. Nachdem 
ihr Grundumsatz in einer Anzahl von Vorversuchen nach der sofort zu 
beschreibenden Methode festgestellt war, habe ich ihnen selbstbereitetes 
Hamatoporphyrin (fiirderhin abgekiirzt als Hph bezeichnet) in 1 proz. 
Na,CO, gelést, subkutan beigebracht, wobei das Volumen der eingespritzten 
Lésung meistens 114 ccm, seltener bloB 1 bzw. 21% cem betrug, und wieder 
ihren Energieumsatz bestimmt. 

Da es immerhin méglich war, da8 durch die Injektion dieses Lésungs- 
mittels allein schon eine Anderung im Energieumsatz eintritt, habe ich an 
einigen Tieren erst die Wirkung der lproz. Lésung von Na,CO, allein 
geprift und den Tieren erst spaiter Hph injiziert. 

Der Energieumsatz wurde in allen Versuchen indirekt durch Be- 
rechnung aus dem Sauerstoffverbrauch und dem respiratorischen Quotienten 
ermittelt. Auch der O,-Verbrauch wurde nicht direkt bestimmt, sondern 
aus der Anderung des Kérpergewichts und den Ausgaben des Tieres wahrend 
der Versuchsdauer berechnet. DaB die so ermittelten Werte gut verwendbar 
sind, geht aus der Ubereinstimmung der direkt bestimmten und des be- 
rechneten O,-Verbrauchs in vielen aus diesem Institut mitgeteilten Ver- 
suchen hervor. 

Die Dauer je eines Respirationsversuchs betrug in der Regel 7 bis 
8 Stunden, ausnahmsweise auch bloB 6 bzw. auch bis zu 11 Stunden. 
Es muB8 ausdriicklich hervorgehoben werden, daB sich die Tiere wahrend 
der ganzen Versuchsdauer éuBerst ruhig, beinahe unbeweglich verhielten ; 
nur ab und zu dnderten die bei der kritischen Temperaturgrenze in dem 
ziemlich engen Kafig (siehe weiter unten) gehaltenen Tiere ihre Lage, um 
dann sofort wieder in die beinahe starre Ruhe zu verfallen, 


Einige Versuchstiere wurden Monate hindurch eiweiBarm, bloB mit 
Kiichenabfallen gefiittert, aus denen ich die gréBeren Fleischstiicke ent- 
fernte, andere erhielten taglich je 3g Kase und Brot nach Belieben. Die 
ganze Beobachtungsdauer betrug 1 bis 11 Monate. Wahrend dieser langen 
Zeit wurden die Respirationsversuche natiirlich nicht taglich, sondern bloB 
in Intervallen von mehreren Tagen bzw. Wochen ausgefiihrt. Dies hatte 
unter anderem auch folgenden Grund: Nach den langjéhrigen Erfahrungen, 
die in unserem Institut gesammelt wurden, lassen sich an diesen kleinen 
Versuchstieren gut vergleichbare Ergebnisse nur erhalten, wenn sie nach 
einer angemessenen Hungerperiode von 15 bis 24 Stunden untersucht 
werden. Da aber die Tiere schon wahrend dieses kurzen Hungers stark an 
Gewicht abnehmen, demzufolge auch ihr Energieumsatz bei éfter wieder- 
holtem, wenn auch kurzem Hungern fortlaufend abnimmt, wie dies von 
Aszédi') gezeigt wurde, habe ich einen nachsten Respirationsversuch erst 
dann ausgefiihrt, nachdem das Tier durch laingere normale Fiitterung 
wieder auf den urspriinglichen Stand gebracht wurde. 

Zu den Respirationsversuchen habe ich die Apparatur verwendet, die 
von Aszédi*) beschrieben, und auch von Goto*) benutzt wurde. Beziiglich- 


1) Z. Aszédi, diese Zeitschr. 152, 472, 1924. 
2) Derselbe, ebendaselbst 113, 70, 1920. 
3) K. Goto, ebendaselbst 135, 107, 1922. 
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der Einzelheiten dieser Apparatur sei auf die genannten Mitteilungen 
verwiesen und hier nur in aller Kiirze folgendes mitgeteilt: Ein etwa 
6 Liter haltender Exsikkator diente als Respirationskasten, in dem sich das 
Tier auf einem in halber Héhe angebrachten Drahtnetz aufhielt, jedoch 
nicht frei, sondern in einem kleinen Kaéfig eingeschlossen, mit dem zusammen 
es vor und nach dem Versuche gewogen wurde. Durch die obere Offnung 
des Exsikkators traten ein Thermometer, ein Quecksilbermanometer 
und zwei Glasréhren fiir die ein- bzw. austretende, durch eine Wasserstrahl- 
luftpumpe beférderte Ventilationsluft. Die eintretende Luft wurde mit 
konzentrierter H,SO, von Wasserdampf, mit angefeuchtetem Natronkalk 
von CO, befreit. Auch der vom Tiere produzierte Wasserdampf wurde in 
konzentrierter H, SO, bzw. das produzierte CO, in Natronkalk aufgefangen. 
(Der vom Natronkalk abgegebene Wasserdampf wurde durch konzentrierte 
H,SO, zuriickgehalten.) Um zu kontrollieren, ob alles CO, aus der 
eintretenden AuBenluft entfernt war bzw. alles vom Tier gebildete 
CO, aufgefangen ward, habe ich in beide Absorptionssysteme je eine 
kleine Waschflasche mit Barytwasser eingeschaltet, bei der eintretenden 
Luft zwischen H,SO, und Natronkalk, bei der austretenden an- 
schlieBend an die Wasserstrahlluftpumpe. Versuche, in denen das 
Barytwasser vor oder hinter dem Exsikkator sich getriibt hatte, wurden 
als miBlungen verworfen. 


Alle Versuche wurden bei oder in der Nahe der fiir Ratten kritischen 
Temperaturgrenze ausgefiihrt, die Goto") fiir diese Tiere bei 28° C gefunden 
hat. Fiir konstante Versuchstemperatur war dadurch gesorgt, daB der 
Exsikkator mit dem Tiere ganz unter Wasser in einem groBen Topf ver- 
senkt werden konnte. Die Anwiéirmung erfolgte vom Boden des Topfes her 
mit einer kleinen Gasflamme. 


Da die durch Hph gegen Licht sensibilisierten Ratten sich auBerst 
unruhig gebarden, was zu einer wesentlichen Steigerung des Energieumsatzes 
und dadurch zu einer Entstellung der Versuchsergebnisse fiihren miiBbte, 
wurde nicht nur der Behalter, in dem sich das Tier in den Zwischenpausen 
zwischen je zwei Versuchen aufhielt, sondern auch der Topf mit dem 
Exsikkator und dem darin befindlichen Tier wihrend der Versuche selbst 
im Finstern gehalten. Letzteres konnte durch Zudecken des Topfes erreicht 
werden. 


Die Ventilation, etwa 50 bis 60 Liter pro Stunde, war so bemessen, 
daB die Bildung von Kondenswasser — auBer etwaigen Undichtigkeiten, 
die gefahrlichste Quelle fiir Fehler in der Berechnung des Sauerstoff- 
verbrauchs — stets ausgeschlossen war. Trotzdem wurde vorsichtshalber 
waihrend der letzten halben Versuchsstunde die Ventilation auf etwa 
100 Liter pro Stunde gesteigert. 


Auf die Gefahr hin, unvollstaéndige Daten iiber das Verhalten der 
K6érpertemperatur zu erhalten, habe ich diese nur an den Tagen bestimmt, 
an denen auch ein Respirationsversuch stattgefunden hat. Denn es war 
stets zu befiirchten, daB die Tiere, da sie gegen Licht sensibilisiert sind, 
wenn auch fiir kurze Zeit, doch éfter der Lichtwirkung ausgesetzt, in die 
bekannte Unruhe verfallen, die dann die Brauchbarkeit simtlicher nach- 
folgender Versuche beeinflussen kénnte. 


1) ). c. 
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Berechnung des Energieumsatzes. 


Die Berechnung der Versuchsergebnisse war eine sehr einfache. Dadurch, 
daB sich die Tiere im Exsikkator nicht frei, sondern in den genannten 
Kafig eingeschlossen befanden und am Beginn des Versuchs samt diesem 
Kafig, am Ende des Versuchs aber auch samt den allfalligen Dejekten 
gewogen wurden, fielen alle Fehlerquellen weg, die sonst mit der gesonderten 
Gewichtsbestimmung des Harns und des Kotes einherzugehen pflegen. 


Der kalorische Wert des verbrauchten Sauerstoffs wurde den Tabellen 
von Magnus-Levy') entnommen. 


Beschreibung der Versuche. 


An einigen Tieren war das Ergebnis, nachdem die Respirations- 
versuche begonnen hatten, ein von Versuch zu Versuch sehr ver- 
schiedenes; an anderen Tieren muBten die Versuche, nachdem sie 
seit einiger Zeit bereits im Gange waren, aus aduBeren Griinden fiir 
lingere Zeit unterbrochen werden. In ersterem Falle konnten die 
Versuche nur von dem Tage an verwendet werden, an dem der Energie- 
umsatz eine gewisse Konstanz aufwies; im zweiten Falle aber nur die 
Versuche, die nach der Pause angefiihrt wurden. 


Ferner konnten aus den 8. 202 angefiihrten Griinden die Versuche 
nicht an einem jeden beliebigen Tage ausgefiihrt werden. Unliebsame 
Mangel ergaben sich auch daraus, daB ich in mehreren Versuchsreihen 
den entscheidenden Versuch aus auBeren Griinden (miBlungene Ver- 
suche infolge von Fehlern in der Apparatur usw.) erst am zweiten Tage, 
in anderen erst am dritten, fiinften usw. Tage in einer Versuchs- 
reihe sogar erst am 17. Tage ausfiihren konnte. Diese Umstiinde hatten 
zur Folge, daB eine etwaige Einwirkung des Hph, sei es auf 
die Kérpertemperatur, sei es auf den Energieumsatz, sofern sie sich 
bald nach erfolgter Einspritzung eingestellt hat und von kurzer Dauer 
(wenige Stunden) war, dem Nachweis entgehen muBte. 


Zu den Versuchen habe ich insgesamt 11 Tiere verwendet. An 
sieben Tieren habe ich je eine Versuchsreihe ausgefiihrt, an drei Tieren 
je zwei und an einem Tiere drei Versuchsreihen. 


Ratte A (Weibchen). 


Am 18. Februar 1923 zu den Versuchen eingestellt ; Beobachtungsdauer 
11 Monate; wihrend dieser Zeit mit Kiichenabfallen, bloB gegen Ende der 
ganzen Periode 2 Wochen lang mit Kase ernéhrt. Energieumsatz von Anfang 
an recht konstant: im Durchschnitt von 11 Vorversuchen 827 kg/cal 
pro 1 qm Kérperoberfliche. Nach erfolgter Hph-Injektion konnten infolge 


1) Adolf Magnus -Levy in Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels. 
II. Aufl., 1, 207. 
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eines Gebrechens am Apparat (Aufdeckung und Behebung des Fehilers, 
Blindversuche) die Respirationsversuche erst 17 Tage spater wieder auf- 
genommen werden. Sie ergaben eine Zunahme des Energieumsatzes, die 
anfangs 26, und wahrend der nachfolgenden Monate 14 bis 25 Proz. betrug. 
(BloB an einem einzigen Versuchstage war der Energieumsatz infolge 
heftigen Durchfalls unter den normalen Wert abgefallen.) Eine wesentliche 
Anderung der K6érpertemperatur war weder in den ersten 24 Stunden, 
noch aber an den spiteren Versuchstagen vorhanden. Das Tier blieb noch 
etwa 2 Monate nach AbschluB der Versuche bei bester Gesundheit, bis es, 
wie einige andere meiner Versuchstiere, einer Leuchtgasvergiftung zum 
Opfer fiel. 


Ratte B (Weibchen). 


Am 4. Marz 1923 zu den Versuchen eingestellt; wihrend der ganzen 
6 Monate langen Beobachtungsdauer mit Kiichenabfallen ernahrt. Wahrend 
des ersten Monats waren die Versuche hauptsachlich dadurch gestért, daB 
das Tier einige Junge zur Welt gebracht hatte, daher diese Versuche nicht 
beriicksichtigt werden konnten. Auch wiahrend der nun folgenden 3 Monate 
wurden fiir den Energieumsatz einigermaBen schwankende Werte erhalten, 
die aber trotzdem den plausiblen Mittelwert von 800 kg/cal pro 1 qm 
K6rperoberflaiche ergaben. Nach erfolgter Hph-Injektion konnte, da das 
Tier 4 Tage spiter zugrunde ging, blo®B ein Versuch. ausgefiihrt werden, 
der weder eine Anderung im Energieumsatz, noch aber in der Kérpertempe- 
ratur ergab. 


Ratte C (junges Weibchen mit dem Anfangsgewicht' von 80g). 


Am 28. Marz 1923 zu den Versuchen eingestellt. Beobachtungsdauer 
10 Monate. Wahrend der ersten 4 Monate mit Kiichenabfaillen, von da 
anfangend mit Kase ernihrt. Eine Reihe von Vorversuchen konnte nicht 
verwendet werden, weil sie durch eine 3 Monate wahrende Versuchspause 
unterbrochen wurden; desgleichen auch drei Versuche nach einer ersten 
Hph-Injektion, da zwei ihr vorangehende Normalversuche so hohe Werte 
{weit iiber 900 cal) lieferten, wie sie an normalen niichternen Tieren bei 
der kritischen Temperaturgrenze nicht vorzukommen pflegen. Wahrend 
der dieser ersten Injektion folgenden 3 Wochen blieb der Energieumsatz 
recht konstant auf der durchschnittlichen Héhe von 870 kg/cal pro 1 qm 
K6rperoberfliche und hat sich bloB unwesentlich gedndert, nachdem dem 
Tiere ein zweites Mal Hph injiziert wurde. Auch die Kérpertemperatur 
zeigte weder nach der ersten, noch nach der zweiten Injektion eine wesent- 
liche Anderung. Das Tier ging etwa 214 Monate nach AbschluB der Versuche 
infolge der erwahnten Leuchtgasausstrémung zugrunde. 


Ratte D (Weibchen). 


Am 7. Marz 1923 zu den Versuchen eingestellt, blieb 9 Monate lang 
unter Beobachtung; nur in den letzten 7 Wochen mit Kase, sonst stets mit 
Kiichenabfallen ernihrt. Der Energieumsatz war in den ersten 2 Monaten 
schwankend, blieb wihrend der nun folgenden 4 Monate konstant, trotzdem 
am Tiere inzwischen eine rasch wachsende Mammageschwulst auftrat, die 
operativ entfernt werden muBte. Im Durchschnitt von sieben Vorversuchen 
betrug der Energieumsatz 762 kg/cal pro 1 qm Kdérperoberfliche; war 
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in den ersten 24 Stunden nach der Hph-Injektion kaum verdandert, stieg 
aber nach Ablauf von 6 Tagen um 35 Proz., nach weiteren 6 Tagen um 
22 Proz. an, um wahrend der nun folgenden 7 Wochen wieder wesentlich, 
wenn auch nicht bis zu dem urspriinglichen Stand abzunehmen. Die Kérper- 
temperatur zeigte weder am Tage der 35proz. Steigerung des Energie- 
umsatzes, noch auch spater eine nennenswerte Anderung. Einer wieder- 
holten Hph-Injektion erlag das Tier in 3 Tagen. 


Ratte E (Weibchen). 


Am 25. April 1923 zu den Versuchen eingestellt, waihrend der 9 Monate 
langen Beobachtungsdauer stets mit Kiichenabfallen ernaihrt. Eine Reihe 
von Vorversuchen, in denen sich der Energieumsatz wahrend einer dazwischen 
liegenden Versuchspause von 2 Monaten wesentlich verandert hatte, konnten 
eben aus diesem Grunde nicht als Normalversuche verwendet werden; woh! 
aber zwei Versuche, zwischen denen zwar ebenfalls 2 Monate gelegen waren, 
deren Ergebnisse aber recht gut iibereingestimmt hatten und fiir den 
Energieumsatz den Mittelwert von 853 kg/cal pro 1 qm Kérperoberfliche 
ergaben. 4 Tage nach der Hph-Injektion hatte der Energieumsatz um 
11 Proz. zugenommen. Nach einer zweiten Hph-Injektion war im Verlaufe 
des nichsten Monats eine Steigerung des Energieumsatzes bis zu 17 Proz. 
zu konstatieren. Eine Anderung der Kérpertemperatur war nach keiner 
der beiden Injektionen wahrzunehmen. Das Tier verendete 5 Wochen 
nach der zweiten Injektion. 


Ratte F (Mannchen). 


Am 21. Juni 1924 zu den Versuchen eingestellt, 1 Jahr lang beob- 
achtet, wahrend der ersten 3 Wochen mit Kiichenabfallen, nachher mit 
Kase ernaihrt. Der Energieumsatz war von Anfang an konstant, betrug 
durchschnittlich 834 kg/cal pro 1 qm Ké6rperoberfliche. Am Tage nach 
der ersten Hph-Injektion nahm er um 19 Proz., nach einer zweiten um 4 und 
5 Proz., nach einer dritten um 9 Proz. zu. Die Kérpertemperatur zeigte 
in allen drei Versuchsreihen an dem der Injektion folgenden Tage eine 
mehr oder minder ausgesprochene Steigerung, die allerdings im néachsten 
Respirationsversuch nicht mehr zu beobachten war. Das Tier verendete 
5 Monate nach der dritten Injektion. 


RatteG (Mannchen). 


Am 25. Juni 1924 zu den Versuchen eingestellt und wahrend der 
ersten 2 Wochen der 54% Monate langen Beobachtungsdauer mit Kiichen- 
abfallen, spiter stets mit Kase ernahrt. Der Energieumsatz hatte sich in 
fiinf Vorversuchen auf den leidlich konstanten Wert von 820 kg/cal pro 
1 qm Ké6rperoberflache eingestellt, 2 Tage nach erfolgter Hph-Einspritzung 
war der Energieumsatz um 10 Proz. angestiegen, in den nachsten Versuchen 
aber bereits unter die Norm abgefallen. Am Tage nach einer zweiten Hph- 
Einspritzung war eine Zunahme des Energieumsatzes um 18 Proz., am 
drittnichsten Tage aber der Tod eingetreten. Die Kérpertemperatur wies 
sowohl nach der ersten, wie auch nach der zweiten Einspritzung eine 
deutliche Zunahme auf. 


Ratte H (Mannchen). 


Am 19. November 1924 zu den Versuchen eingestellt und wahrend der 
bloB 1 Monat langen Beobachtungsdauer stets mit Kiichenabfallen ernahrt. 
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Zwei Versuche ergaben einen relativ hohen Grundumsatz von durch- 
schnittlich 880 kg/cal pro 1 qm Kérperoberflache und war auch die Kérper- 
temperatur auffallend hoch. 24 Stunden nach erfolgter Hph-Injektion 
war der Energieumsatz bei weiterhin unverinderter Kérpertemperatur um 
44 Proz. (!) erhéht, 48 Stunden spater aber unter den Ausgangswert herab- 
gesunken gefunden. An diesem Tage war an der Injektionsstelle eine 
fluktuierende Geschwulst sichtbar, die, nach AbschluB dieses Versuchs 
gedffnet, einen serésen, von Hph gefirbten Inhalt ergoB. Weitere 24 Stunden 
spiter war das Tier verendet. 


Ratte J (Mannchen). 


Am 18. Marz 1925 zu den Versuchen eingestellt und wahrend der 
4 Monate langen Beobachtungsdauer stets mit Kiichenabfallen ernahrt. 
Energieumsatz wahrend der ersten Monate (infolge einer Cu-Vergiftung 
durch das schlecht verzinkte Drahtgitter?) sehr schwankend; wahrend 
der nachsten 2 Monate leicht abnehmend, mit dem brauchbaren Mittelwert 
von 810 kg/cal pro 1 qm Ké6rperoberfliche. (Wenn man einen ganz aus der 
Reihe springenden Wert vernachlassigt, erhélt man 829 kg/cal.) 

Nach Einspritzung von 14 cem einer Na,C O,-Lésung allein nahm der 
Energieumsatz eher ein wenig ab, nach Hph-Einspritzung um 9 Proz. zu. 
Die Kérpertemperatur zeigte nach der Einspritzung des Alkalis eine geringe, 
nach der Hph-Einspritzung eine deutliche Steigerung. Das Tier verendete 
5 Monate nach der Hph-Injektion. 


Ratte K (Mannchen). 


Am 22. Oktober 1925 zu den Versuchen eingestellt; wihrend der mehr 
als 2 Monate langen Beobachtungsdauer stets mit Kiichenabfallen gefiittert. 
Nach eine Reihe aus technischen Griinden miBlungener Versuche 
ergaben vier gelungene Versuche einen Mittelwert von 793 kg/cal pro 
1 qm K6rperoberfliche. Nach der Einspritzung von 1,5 ccm einer 1 proz. 
Lésung von Na,CO, blieb der Energieumsatz unverdndert, nach der Hph- 
Injektion nahm er um 4% Proz. zu. Die Kérpertemperatur blieb nach der 
Na,CO,-Injektion unverandert und stieg nach der Hph-Injektion ein wenig 
an. Am dritten Tage nach erfolgter Hph-Injektion war das Tier verendet. 


Ratte L (Mannchen). 


Am 3. November 1925 zu den Versuchen eingestellt und wahrend der 
2 Monate wahrenden Versuchsdauer mit Kiichenabfillen ernihrt. Nach 
einer Reihe aus technischen Griinden miBlungener Versuche ergaben vier 
Vorversuche einen durchschnittlichen Energieumsatz von 774 kg/cal 
pro 1 qm Kérperoberfliche. Nach der Injektion von 1% cem einer 1 proz. 
Lésung von Na,CO, war der Energieumsatz 1 Tag hindurch um etwa 
4 Proz., nach der Hph-Einspritzung am nachsten Tage um 13 Proz. erhdht, 
welche Erhéhung noch 6 Tage spater bestanden hatte. Die Kérpertemperatur 
war nur am ersten der Hph-Injektion folgenden Tage etwas erhéht. Das 
Tier ist zur Zeit der Abfassung dieser Zeilen am Leben und gesund. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Alle auf die Versuchsergebnisse beziiglichen Daten sind in der 
Generaltabelle am Ende der Texte enthalten; nachfolgend sind die 
Ergebnisse kurz zusammengefaBt. 
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Bei der groBen Zahl von Versuchen, die ich ausfiihren muBte, ist 
es nicht zu verwundern, daB einige derselben aus technischen Griinden 
miBlungen sind; sie wurden, falls die Fehlerquelle sicher nachgewiesen 
werden konnte, einfach verworfen. Andere Versuche waren, nach 
dem respiratorischen Quotienten beurteilt, sicher mit kleineren Mangeln 
behaftet, ohne jedoch, daB die Ursache dieser Mangel erkannt worden 
wiire ; diese Versuche durften nicht weggelassen werden. Den respiratori- 
schen Quotienten konnte ich als MaBstab zur Beurteilung eines Versuchs 
aus dem Grunde heranziehen, weil es sich ja stets um Hungertiere 
gehandelt hat, an denen sich der Quotient in engen Grenzen etwas 
iiber 0,7 halt; Werte, die wesentlich héher sind, werden entweder durch 
versuchstechnische Fehler oder aber durch pathologische Verhiltnisse 
des Tieres verursacht. WNatiirlich soll damit nicht gesagt sein, dab 
umgekehrt jeder Versuch, in dem der Quotient plausible Werte auf- 
weist, eo ipso richtig sei; denn, falls, wie in meinen Versuchen, der 
O,-Verbrauch nicht direkt bestimmt, sondern bloB berechnet wird, 
verschiebt sich der O,-Wert im groBen und ganzen parallel dem fiir 
die CO,-Ausgabe ermittelten Wert, und zwar auch in dem Falle, wenn 
letzterer mit einem gréBeren Fehler behaftet ist. Nun unterlaufen aber 
erfahrungsgemaB Fehler, wenn iiberhaupt, meist nicht bei der Be- 
stimmung der CO,-Produktion, sondern bei der der Wasserdampf- 
abgabe und des Anfangs- und Endgewichts des Tieres (das samt dem 
Kifig gewogen wird). Diese Fehler ziehen aber, abweichend von den 
Fehlern in der Bestimmung der CO,-Produktion, eine ausgesprochen 
starke Verinderung des Quotienten nach sich; daher darf nach- 
stehender Statistik tiber das Verhalten dieses Quotienten  in- 
sofern ein realer Wert zugesprochen werden, als aus_ ihr 
hervorgeht, daB nur in einer geringen Anzahl von _insgesamt 
147 Versuchen der respiratorische Quotient bzw. vielleicht auch 
der O,-Verbrauch bzw. der aus diesen beiden berechnete Energie- 
umsatz um einen gewissen, meist nur geringen Betrag fehlerhaft ist. 
Der Quotient betrug an 

Ratte A in 22 Versuchen einmal iiber 0,770 und einmal iiber 0,800. 


i Fe 8 o” einmal unter 0,700. 

os Cw ra keinmal iiber 0,770. 

e D ,, 15 se einmal iiber 0,770. 

re re = zweimal iiber 0,770. 

a FF eg a viermal iiber 0,770, zweimal iiber 0,800. 

- Gv os je einmal unter 0,700 und iiber 0,800. 

os =n Ss ms je einmal iiber 0,770 und iiber 0,800. 

edutial ip BO iy je dreimal iiber 0,770 und iiber 0,800. 
ee ts einmal iiber 0,770. 


= dreimal iiber 0,770. 
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Aus obiger Zusammenstellung ist ersichtlich, daB es verhaltnis- 
maiBig wenige Versuche sind, in denen der respiratorische Quotient 
von dem Hungerquotienten abweicht; andererseits zeigen die in der 
Generaltabelle zusammengestellten Daten, daB die Hph-Injektion durch 
keinerlei Verinderung des Quotienten gefolgt war. 


Das Verhalten der Kérpertemperatur. 


Die Kérpertemperatur des Tieres habe ich an den Tagen, an denen 
ein Respirationsversuch stattfand, unmittelbar vor Beginn und nach 
AbschluB des Versuchs bestimmt). Bei den vielfachen Fehlerquellen, 
die einer genauen Bestimmung der Kérpertemperatur der kleinen 
Tiere hinderlich im Wege stehen [Unruhe des Tieres, Unmdglichkeit, 
das Thermometer stets genau gleich tief in den Mastdarm einzufihren, 
obzwar das Thermometer einen Gummiring trug, besonders aber die 
auch von Goto*) betonte Labilitaét der Kérpertemperatur der Ratte], 
ist es selbstredend, da8 Unterschiede von mehreren Zehntelgraden 
wohl meistens auf Rechnung obiger Unzukémmlichkeiten zu setzen, 
und nur gréBere Abweichungen im Sinne einer wirklichen Anderung 
einzuschatzen sind. 


In der weiter unten folgenden Tabelle habe ich in jeder Versuchs- 
reihe die mittlere Kérpertemperatur in den Vorversuchen berechnet 
und mit diesem Mittelwert die mittlere Kérpertemperatur am Tage 
des Respirationsversuchs nath der Hph-Injektion verglichen. Auf 
diese Weise ergab sich das zuniichst wenig verstindliche Ergebnis, 
daB an einer Reihe von Tieren die Injektion zu einer Erhéhung der 


1) Es ware unrichtig, zu verschweigen, daB bei diesen Bestimmungen 
ein systematischer, allerdings leicht richtigzustellender Fehler unterlaufen 
ist. Nachdem die Versuche bereits seit mehr als 14 Jahren im Gange 
waren, fiel es auf, daB meine Ratten weit hdéhere Koérpertemperaturen 
hatten, als eine ganze Reihe von anderen Tieren, an denen zur selben Zeit 
ein anderer Experimentator unter Verwendung eines anderen Thermo- 
meters Temperaturmessungen vornahm. Da dieses zweite Instrument sich 
bei der Priifung als richtig erwiesen hatte, muBte der Verdacht aufkommen, 
daB mein Thermometer, das bereits langer als 10 Jahre im Institut vorhanden 
war, infolge der bekannten Altersiinderungen unrichtig zeigte. Dieser 
Verdacht hat sich als richtig erwiesen, indem sich aus 19 im MeBbereich 
der Kérpertemperatur ausgefiihrten vergleichenden Bestimmungen mit 
den beiden Thermometern ergeben hat, da8 das von mir benutzte im Durch- 
schnitt der genannten Versuche um 1,9° C zu hohe Werte ergab. Samtliche 
weiter unten bzw. in der Generaltabelle angegebenen Kérpertemperaturen 
sind um diesen Betrag korrigiert. 

%) lic. 


Biochemische Zeitschrift Band 170. 14 
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Kérpertemperatur fiihrte, wahrend sie an anderen Tieren unverandert 
blieb. Sieht man aber naher zu, so wird dieses Ergebnis leicht er- 
klirlich. Hph wurde in sechzehn Fallen injiziert; in acht Fallen fand 
eine Erhéhung der Kérpertemperatur statt, und gerade diese acht 
gehéren zu den zehn Fallen, in denen die Temperaturmessung gleich- 
zeitig mit den Respirationsversuchen innerhalb der ersten 2 Tage nach 
erfolgter Injektion vorgenommen wurde; wihrend in allen Versuchs- 
reihen, die spiter ausgefiihrt wurden, die Temperaturerhéhung durch- 
weg fehlte. Es laBt sich aus alledem schlieBen, daB die Hph-Injektion 
von einer Erhéhung der Kérpertemperatur gefolgt wird, die jedoch 
nicht allzulange dauert, so daB sie der Beobachtung entgehen mubB, 
wenn man die Messungen spiiter als an den beiden ersten Tagen 
vornimmt. 


DaB aber die Temperaturerhéhung als allgemeine Wirkung des 
injizierten Hamatoporphyrins aufzufassen und nicht etwa einem lokalen 
ProzeB an der Injektionsstelle zuzuschreiben ist, geht aus dem Umstande 
hervor, daB mit alleiniger Ausnahme der Ratte H an keinem Tiere auch 
nur die geringste Spur einer lokalen Reaktion (Infiltratbildung, Schmerz- 
haftigkeit usw.) nachzuweisen war. 


Anderungen im Energieumsatze. 


Ich habe in allen Versuchsreihen den auf 1 qm Oberfliche und 
24 Stunden reduzierten Fnergieumsatz von den der ersten Injektion 
vorangehenden Versuchstagen berechnet und diese Daten in den 
zweiten Stab nachfolgender Tabelle eingetragen. Da, wie erwahnt, alle 
Respirationsversuche im Hungerzustand und bei oder in der Nahe 
der kritischen Temperaturgrenze ausgefiihrt wurden, stellten jene 
Werte den Grundumsatz der Tiere dar. 


Er ist an Ratte D, J und K niedriger als an den iibrigen Tieren, an 
denen er durchschnittlich 837 kg/cal betrigt, welcher Wert aber auch 
in dem Falle nicht wesentlich, auf 820 kg/cal, herabgedriickt wird, wenn 
man jene niedrigen Werte mit in Rechnung bringt. Im fiinften Stabe 
derselben Tabelle ist die prozentuale Anderung berechnet, die der 
Energieumsatz der Tiere nach den Injektionen im Vergleich mit dem 
Grundumsatz erfihrt. 


Vor allem ist es wichtig, festzustellen, daB durch die Injektion 
der lproz. Lésung von Na,CQO, allein der Energieumsatz an Ratte J 
und K iiberhaupt unverdndert geblieben ist und an Ratte L eine blob 
geringe Steigerung um 5 Proz. erfahren hat, denn auf dieser Grund- 
lage 14Bt sich sicher sagen, daB die meistens namhafte Steigerung, 
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die nach der Hph-Injektion in 14 von insgesamt 16 Versuchsreihen 
eintrat, nicht vom Carbonate, sondern vom gelésten Hph herriihrt. 
Von Ratte H, bei der diese Steigerung am Tage nach der Injektion 
44 Proz. betrug, will ich absehen, da ihre Kérpertemperatur bereits 
in den Vorversuchen (siehe Generaltabelle) erhéht war, daher das 
Tier nicht als véllig normal angesehen werden kann. An den iibrigen 
Tieren ist die Steigerung des Energieumsatzes von der allfdlligen Er- 
héihung der Kérpertemperatur unabhdngig, denn letztere fehlte durch- 
wegs an Ratte A, C, D und E, an denen Kérpertemperatur und 
inergieumsatz nicht innerhalb der ersten 2 Tage nach erfolgter Hph- 
Injektion, sondern erst spater bestimmt wurden; wahrend der Energie- 
umsatz an Ratte A, D und E besonders stark gesteigert war (von 
Ratte H mit der von Anfang an gesteigerten Kérpertemperatur sci 
auch hier abgesehen). Die Steigerung des Energieumsatzes war bald 
von bloB kurzer Dauer (1 bis 2 Tage); in anderen Fillen dauerte sic 
weit linger an. So war sie am Tiere D noch 12 Tage, am Tiere A sogar 
17 Tage spater und auch noch weiterhin wahrzunehmen. Alles in allem 
waren es bloB zwei Tiere, die sich dem Hph gegeniiber sowohl be- 
ziiglich ihrer Kérpertemperatur als auch beziiglich ihres Energie- 
umsatzes refraktir verhielten; es waren dies Ratte Bund C. Zwischen 
der Menge des pro 1 kg Kérpergewicht injizierten Hph und der 
Anderung des Energieumsatzes war kein sicherer Zusammenhang 
nachzuweisen. 

Gegen die Annahme eines kausalen Zusammenhangs zwischen 
der Hph-Injektion und der Steigerung des Energieumsatzes kénnte 
an Ratte A ein scheinbar gewichtiger Einwand erhoben werden, 
darin bestehend, daB, da das Kérpergewicht dieses Tieres im letzten 
Respirationsversuch vor der Injektion gegen 190 g und im ersten Ver- 
such nach erfolgter Injektion nur mehr 158 g betragen hatte (welcher 
groBe Gewichtsverlust offenbar hauptsichlich vom Fettgewebe mit 
dem bekannt triigen Stoffwechsel getragen wird), die Steigerung des 
reduzierten Energieumsatzes bloB von der relativen Anreicherung des 
Kérpers am héherwertigen, durch einen regeren Umsatz charakteri- 
sierten Eiwei®8 herriihrt. Abhnliches lieBe sich auch beziiglich Ratte E 
einwenden. Wiirden es nur diese beiden Tiere sein, die eine Steigerung 
des Energieumsatzes aufweisen, so hitte jener Einwand auch seine 
volle Berechtigung. Indessen ist an den tibrigen Tieren, deren Energie- 
umsatz nach der Hph-Injektion eine Steigerung erfahren hat, eine 
ihnliche Abnahme des Kérpergewichts entweder tiberhaupt nicht, 
oder aber in weit geringerem Grade eingetreten, so da fiiglich 
gesagt werden kann, daB die Steigerung des auf die Einheit der 
K6rperoberfliche bezogenen Energieumsatzes in der Tat durch das Hph 
verursacht wurde. 
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Endlich muB noch der Umstand geklirt werden, ob nicht der an 
einigen Tieren bald nach der Injektion erfolgte Tod die Beweiskraft 
meiner Versuche bzw. der aus ihnen gezogenen Schliisse insoweit beein- 
trichtigt, als man geneigt ware, etwa anzunehmen, daB alle Tiere schwer 
vergiftet waren. Demgegeniiber sei angefiihrt, daB, wie aus der Tabelle 
ersichtlich ist, a) bloB drei Tiere, B, H und K, innerhalb 4 Tagen nach 
der ersten Injektion zugrunde gingen; b) daB gerade an den rasch 
verendeten Ratten B und K der Energieumsatz gar nicht bzw. weit 
weniger als an den iibrigen Tieren erhéht war; c) da von den Tieren 
mit dem stark gesteigerten Energieumsatz Ratte A die Hph-Injektion 
um Monate tiberlebte, Ratte D, E und G erst einer zweiten Hph- 
Injektion zum Opfer fielen, Ratte F sogar eine dritte Hph-Injektion 
um 5 Monate iiberlebte; d) daB die Ratten gerade in den soeben 
genannten Versuchsreihen mit der starken Steigerung des Energie- 
umsatzes an den Tagen nach der Hph-Injektion stets munter waren, 
soweit sie nicht zu Zwecken eines bevorstehenden Respirations- 
versuches hungern muBten, mit gewohnter Gier die ihnen vorgelegte 
Nahrung verzehrten und erst Wochen und Monate spiiter teils aus 
unbekannten Griinden (offenbar Altersschwiche), teils infolge einer 
zufilligen Leuchtgasausstrémung eingingen. 


Die Ergebnisse meiner Versuche lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen : 


1. Durch Himatoporphyrin, das man weiBen Ratten in einer 1 proz. 
Lésung von Na,CO, gelést unter die Haut spritzt, wird ihre Kérper- 
temperatur und ihr Energieumsatz gesteigert. 

2. Die Steigerung der Kérpertemperatur ist von kurzer Dauer und 
wird von der des Energieumsatzes oft vielfach iiberdauert. 

3. Hieraus folgt, daB der gesteigerte Energieumsatz nicht ein Folge- 
zustand der erhéhten Kérpertemperatur ist, sondern daB beide durch das 
einverleibte Haimatoporphyrin verursacht werden. 


4. In der Art des gesteigerten Stoffumsatzes findet keinerlei Ver- 
dinderung statt, soweit dies aus dem unverdnderten  respiratorischen 
Quotienten gefolgert werden kann. 

5. Das als Lésungsmittel fiir das Hématoporphyrin verwendete 
Na,CO, hat keinen Anteil an der Steigerung der Kérpertemperatur und 
des Energieumsatzes. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Paul Héri ausgefihrt. 
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Gewicht des Kay 


Mittlere KOrpertemperatur (einschl. Tier und 


Nr Denon Dauer Tempe: Dauer  Mittleres Dejekte) 
des ine des ratur im des "tia ae eae - 
_— feraucha Wersuchs| Exsik> | tungers | gewicht ||" Segien| om Ende zu Boginn om fag 
me ae bates Versuchs Versuchs Versuchs \ = 
Stunden, °C Stunden g Te °c g : 
1923 Ratt 
l 18. IT. 8,50 28,0 36 185,39 34,7 34,7 670,01 OST Be 
2 27. II. 9,46 28,3 36 184,07 35,8 35,5 657,72 65490NR7 
3 15. IIT. 9,18 28.5 18 | 179,12 31,2 35,8 664,32 66).0%R7 
4 3 IV. 9,28 28,2 18 176,36 35,2 35,0 635,59 631.997 
5 28. IV. 7,76 27,8 20 | 173,60 35,1 35,1 653,38 651.0) BS 
6 i a 8,53 28,2 20 184,39 35,8 35,6 538,90 536,20. HBS 
7 4. VI. 9,00 28,1 14 181,96 35,3 35,3 646,20 645259 
8 11. VI. 8,00 28,0 18 180,53 35,3 35,2 630,21 627.0 BS 
9 25, VI. 8,22 28,0 15 178,01 35,3 35,4 622,77 519.9997 
10 15. VIII. 8,12 28,0 17 196,78 35,2 35,5 656,65 653.45. 
1] 24. VITTI. 7,88 28,0 15 190,38 34,9 35,6 634,76 632.) 
12 29. TX. 8,03 27,6 17 | 158,22 34,9 35,7 609,99 606,197 
13 6. X. 8,93 27,9 14 151,14 34,8 34,9 615,04 610.05 
14 14. X. 8,45 28,0 15 151,71 34,3 34,3 598,62 595,38 
15 20. X. 8,72 27,5 14 140,91 32,6 32,8 594.77 5913: 
16 27. X. 7,00 28,0 17 + | 160,04 34,7 36,8 607,55 6044 RBC 
17 2. XI. ‘| 6,45 28,0 ° 19 160,53 34,5 34,9 604,66 60) WERE 
18 18, XI. 8,08 28,2 15 | 165,58 33,6 35,2 625,82 62205 HBB! 
19 22, XI. 8,58 28,1 15 159,61 34,5 35,3 614,52 610M 
20 13. X11. 9,58 28,1 15 162,83 34,2 35,7 606,88 602 9m 
21 5. ay 7,75 28,2 16 163,09 34,9 35,4 618,32 614.5. 
22 18. I. 8,72 28,0 16 150,50 34,7 34,7 598,81 50508 HBSS 
Ratt 
1923 
1 a. ¥, 8,88 28,0 15 203,31 35,6 35,5 690,92 687,74 BBS 
2 28. V. 7,93 28,3 19 206,68 35,3 35,8 680,39 6775)! 
3 12. VI. 7,58 28,0 16 201,04 35,7 35,3 651,31 647.8: B3e 
4 23. VI. 8,04 28,0 16 197,61 35,4 35,3 643,12 639,75 
5 3. VIT. 7,83 | 28,0 17 199,34 35,4 35,3 655,95 652.05 Ss 
6 14. VITI.; 8,22 28,1 16 209,88 35,5 35,5 669.46 665,00 RS 
7 23. VIII. , 8,20 27,8 16 204,34 35,2 35.6 648,13 643,00RB A 


s 11. IX, 7,62 28,0 18 198,32 35,2 34.4 648.61 64545993.) 
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( Ue 

; des Kag Pro 24 Stunden und 1 k E i 

ape. , . J & -nergicumsatz 
, ren und Wabrend des Versuchs Kéeporgevicht pro 24 Stda. und 
= Respira: 
+ | an Sed ausgegeben =. torischer a ausyegeben ae AF 1 kg 1 qm Bemerkungen 

des . . Quotient : ¥s Kérpere Kérpers 
s  Versuchfimmt,O CO, O, H,O CO, Oy gewicht oberfl. 

é ~ ~ 2 g kgCal = kg-Cal 


Ratt 
(57 R686 | 2,593 | 2.424 | 0,778 | 40.91 39,39 36.91 122 768 


9 

65450733 «2,939 2842 0,752 37,66 40,50 39,16 129 | 810 

661.QM749 2,822 2692 0,762 4012 4120 3928 130 804 

631.9757 2,959 2.956 0,728 55,07 4338 4333 142 895 

651M 35l «622,361 «82362 0727 4188 4206 4208 138 818 

536,QMSTT 2831 2828 0728 4390 4320 4315 141 884 

6432NN2 2,761 2,723 0,737 4312 4046 39.91 131 815 

627,587 «2,399 2376 0,734 4299 3986 3948 129 804 | 

519.0756 «2.600 2576 0,734 4523 4267 4227 139 844 

653.45—B 165 2,585 2550 0,737 47,56 3885 3832 126 804 

632,0ME 654 «2484 2478 0,729 4244 39,72 3963 130 820 

606,993780 2,846 2826 0,732 71,38 53,74 5336 175 1040 2m O05 
CLONE 6 3,049 2905 0,763 7548 54,20 51,64 171 999 

595,8M246 2612 2618 0,725 60,77 4890 4901 160 940 

5913493.085 «2,393 2.048 0.849 60.29 46,76 4011 136 774  Durchfall 
60409025 2.563 2468 0,755 6480 54.91 5287 174 1040 

6010ME2676 | 2.284 2290 0,725 62,03 52,94 53,08 174 1037 

6225993097 3,070 3,027 0,737 55,53 55,05 54,28 178 1075 

610.893.4388 3100 2998 0,752 60,23 5431 5252 173 1032 

602994068 3313 3,381 0,713 62,57 50,96 52,00 170 1021 


614.5 93262 2908 2800 0,755 61,94 55,22 | 53,17 175 1053 
595893561 «3,048 2879 0770 65,15 55,76 | 52,67 174 1019 


687,74 93021 3,029 2,870 | 0,768 40,16 40,27 38,15, 126 816 
677,39M5219 2.673 | 2832 | 0688 47,14 39,14 41,88 13% 80 
647,929 5398 2384 62.292 0,756 §=53,50 «37,53 36,08 «119 = 766 
639,759MB5316 2476 2422 | 0,744 50,09 3740 3659 120 770 
652.05 93839 2586 2525 0,745 59,01 39,75 3881 128 819 
665,05 993725 2,603 2518 | 0,752 51,84 3622 35,04 115 754 
643,09 1059 2.650 2.569 | 0,750 58,14 37,99 36,80 121 785 
HSA MSI 2446 2400 0,737 4948 38,87 38,14 125 802 | Whee Hpk mane: 
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Gewicht des Kafig 


Mittlere KGrpertemperatur = (einsehl. Ticr und 


Nr. Datum Dauer Tempe: Dauer  Mittleres aE al cn ase Dejekte) 
des des des ratur im des Korper: an 
ber Versuchs Versuchs — Hungers  gewicht ¥ ~ “io se ~ — * 
Versuchs Versuchs ,Versuchs Versychammts” 
Stunden °c Stunden 8 °C °c zg g ; 
1923 Rat 
1 27. XI. 8,82 28.5 14 118,04 34,6 ? 572,60 569,54R 006 
2 7. XII. 8,18 28.0 15 129,33 35,9 35,6 585,59 582 99mmes09 
d 15, XII. 7,78 28,1 16 131,33 35,9 36,2 574.89  572.27HRRH?2 
4 21. XII. 7,55 28,0 15 129,55 35,7 35,9 583,92 58).67HRRI58 
5 28, XII. 7,93 28,2 15 128,17 36,4 36,1 584,35 581.7) e578 
1924 
6 e 4 8,28 28,2 16 132,03 36,1 36,3 584,47 58) 858533 
7 10. I. 7,16 28,0 16 135,72 35,3 35,8 581,83 579.36mR403 
8 oa. 8,48 28,2 16 137,05 34,9 ? 584,01 581 529454 
9 24. I. 8,10 28,2 16 135,06 35,3 35,9 601,36 598 83H 
Ratt 
1923 
V. 5,51 7,8 21 223,61 35,7 35,9 729,32 727,39HM9 


6. VI. 8.05 280 15 | 220,59 35,0 35,1 673,52 669,91 ,NR496 
13. VI. 8,00 278 15 | 217,13 348 | 35,7 660,52 657,93—MR48 
3. VII. | 7,53 280 19 | 212,64 348 | 35,3 556,81 55445 )mR356 
7,92 280 16 | 24439 34,6 35,5 693,97 690.8707 
21. VIIT., 8,00 | 28,1 15 | 241,17 35,0 35,2 685,51 682,57 


naan woe 
- 
w 
< 
—_ 
— 
—_— 


30. IX, 805 280 15 | 21181 353 35,8 674,12 671,76—RM2 

i a 7,62 2832 , 16 200,38 334 °#? 663,35 661,18 MBI35 
9 13.X. 986 280 | 14 190,95 35,2 35,1 637,64 633,35 f%K901 
10 19.X 826 281 15 187,18 348 348 636,20 6324700 
1] 26. X. 843 23 | 17 | 18906 343 35,3 635,66 | 633,00 R36 
12 «6. XT. 893 | 280 | 15 | 209,72 349 35,3 670,52 667,87 9B 56 
13-19. XI. 7,96 280 15 | 22264 353 349 682,77 630,02 R661 
14 9. XII. | 673 | 282 16 | 21206 353 35,8 668,67 666,20NNR321 
15 | 16. XII. | 7,72 | 28,1 16 | 211.28 35,4 36,0 655,27 652,64 0RRs38 

ii 2 Ratt 

18. VII. 7,16 | 280 17 165,23 349 35,4 609,74 606,96 —IR763 

17. X. 7,63 | 276 16 180,12 33,7 «= 34,6 «= 628,93 625,80 Ro 

22. X. 812 280 16 | 175.26 ©6340 35,3 627,80 624,79 R029 


' 9,05 | 28,1 15 18028 344 35,0 625,87 622.17 Rive 
8. XII. 7,05 | 281 17 -185,28 35,9 = - 36,1 «641,99 639,27 MRIs 
14.X1J. 7,43 | 281 16 | 177,60 7 = - 36,1 «= 621,50 618,28 RO 
22.XII. 841 | 280 15 171,53 34,1 ? 646,03 641,36 MBO 
29. XII. | 7,28 | 281 16 | 166,55 34,1 35,9 623,01 619,97 Mass 


“1D OT me toe 
Ma 


S 
1924 

9 Jd. 7,03 | 28,0 16 167,90 34,9 = 35,9 620,83 617,72 Res 

0 ILL. 7,78 | 280 16 | 158,78 335 35,3 605,73 60223 RM 

1h 16.1. 9,32 | 281 15 157,81 33,9 35,9 605,02 601,55 B39 
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lrabelimertsetzung). 
S \afigall . Pro 24 Stunden und 1 kg Energicumsatz 
icr und fam Wahrend des Versuchs Korpergewicht pro 24 Stdn. und 
a Respira- 
sgegeben /ere t h au ben rene 3 

ee 

des s Quotient : Kérpere Kérper- 
Versuch? COz O2 H,O CO, Oz gewicht —oberfl. 

8 } & & & 8 s kg-Cal = kg Cal 

Rat 


569546 «2.220 2.166 «0,746 69,33 51,20 49.95 130 | 886 
582.9909 «2143 2142 0,723 5917 4860 4858 159 883 

ST227MEEw2 «21,974 «1,956 0,734 6109 4635 4593 151 842 

581 67fmR58 1,951 1,859 0,762 52,95 47,87 45,61 1518387, XI. mintags 
S81 7/METS «2118 2.056 0.749 6085 4999 4853 160 886 subkutan 
5S185MM33 2,245 2158 0,756 55,59 49.27 47,36 156 874 

579,363 «62,004 1,937 0,752 5930 4945 4780 158 890 

581524 2,167 2131 0,740 5066 4473 4399 144 819 

508. 3MERMS «62,156 «2,072 0,757 53,20 4691 45,09 145 838 

Ratt 


727309 «21,963 «1,882 0,758 36,10 3824 3666 121 807 
569,91 2,635 2,639 0,726 47,25 35,60 35,60 117 793 
857,83 2533 2328 0,791 3433 35,00 3216 107 | 707 
554.45 2446 2442 0,729 3531 36,66 3660 120 786 
390,87 2646 2623 0,734 38,17 3283 3254 106 733 
382,87 2761 2,730 0,736 3245 3434 3399 111 762 
571,76 2577 2519 0,744 3240 3627 3646 117 |) 764 
361,18 2377 2,342 0,751 33,58 37,38 3683 121 782 7. X. vormittags 


: SvH s 
3335 3,900 3,911 0,725 54.79 4968 4982 163 1032 kum” 


132.47 BS 3,023 2892 0,760 55,82 4689 4486 148 931 
133,00 BR 5 2.773 2,739 0,736 38,18 41,74 41,23 135 853 
\67,87 BR: 3,026 2,939 0,754 32,83 38,77 37,65 124 811 
180,02 BR 6 2.872 2,783 0,750 4533 38,86 37,66 124 826 
6.29021 «62360 62,301 60,746 )=— 39,01 | 39,67 = 38,68 127 834 
52.48 2673 2,601 0,747 37,66 | 39,35 38,29 126 859 
Ratt 
069063 2110 2093 0,733 56,00 42,77 42,33 139 839 
25,86MR42 2548 2420 0,765 51,36 4448 | 42,24 140 867 
24.799 «62856 «62.775 «(0,748 4942 48,19 4683 154 948 "> SHiph wok 
22.17 92 | «2877 | 2869 0,729 5431 42,32 42,20 138 858 kutan 
39,27 BRS] «=—62376 2.337 «620,739 449,26 43,66 42,94 141 883 
18,2397 «=e. 2.5 70° 2.447 «20,763 «625630 658,82 4449 147 908 
4186006 2971 2817 0,767 66,76 4939 46,83 155 946 17. XII. mittags 


¥ " ; Hph 
19,07 MR | «2515 | 2359 0,775 57,06 | 49,76 | 4667 155 936 ian 











7,729R23 2,739 | 2,552 0,780 5941 55,67, 5187 172 1044 
02.2301 «2.671 2572 0,755 66,05 51,87) 49.95 165 980 
01.55 9B] 3269 3,190 0,745 55,36 53,36 5208 171 1017 








218 L. Kajdi: 

Generali abe} 
: Gewicht de Kahg 
Nr. _— Dauer re Dauer Mittleres nea te eich te) — 

des en des ratur im des Korper- i 
V * . : Ubinintis Exsik- Stangees | gowteht zu oe am } pps zu gen a 1 End 
tame ene amend Versuchs Weneiie Versuchs V¢ -. 

Stunden °C Stunden 8 °c °C g g 
924 Ratt 
l 21. VI. 8,00 28,0 16 211,86 36,8 36,1 666,89 663.29 
2 30, VI. 8,00 28,1 17 195,65 35,2 36,0 660,32 657,55 
3 31. VII. 7,76 28,0 17 239,59 34,7 35,3 704,27 701,10 
4 15. VIII 8,03 28,1 15 254,97 36,3 36,4 740,15 736.20 
5 13. IX. 7,38 28,0 15 267,36 36,3 35,8 751,56 748.02 
6 23. IX. 7,42 28,3 16 261,88 36,5 37,1 713,00 708.98 
7 || 28. IX. 7,55 28,0 16 232,85 35,8 36,0 676,46 673,08 
8 12. X 6,52 28,0 16 254,64 35,6 35,4 711,40 = 708,78 
9 18. X. 8,31 28,0 15 243,79 34,6 35,7 696,01 692.92 
10 25. X. 7,99 28,1 15 245,51 34,9 35,3 697,87 694.34 
1! 30, X. 7,10 27,8 15 240,30 34,8 34.6 71213 709.55 
12 6. XT. 7,38 28.0 15 243,89 35,3 35,8 714,60 711,63 
13 11. XT. 8,80 28,0 15 241,51 37,4 35,8 712,62 708,73 
14 14. XT. 7,28 28,0 15 235,08 35,4 35,7 686,25 682.22 
15 27. XI. 7,43 28,3 15 235,50 36,4 36,7 684,06 680,99 
16 10. XIT. 7,00 . 282 15 240,71 36,7 36,9 703,34 700,39 
17 31. XII. 8,38 7,4 15 236,43 36,3 36,1 695,62 692.84 
> 

is 6. 661 2282 17 | 24222 365 | 369 700,62 698,10 
19 18. I. 7,72 27,6 15 228,19 35,7 35,7 684,99 682.58 
2 85. IL. 695 278 16 (23448 353 | 364 697,82 695.02 
21 14. II. 6,18 27,7 15 242.54 37,7 37,8 703,95 70144 
22 16. IT. 7,66 28,0 14 230,74 353 36,5 ~- 692,82 689.9 
23 21. II. 8,28 28,2 15 225,60 35,7 35,9 687,60 68442 
24 1, LIT. 7,16 28,0 16 204,39 35,4 36,2 668,15 665.75 
25 17. TI. 6,18 28,0 17 213,26 35,4 36,6 670,60 66817 
262-23. ITI. 7,18 28,0 16 205,38 35,4 35,8 660,57 6584 
27 2. IV. 7,58 7,1 14 179,53 35,3 35,7 628,17 625.3! 
2 8.V. | 818 20 14 | 19604 355 362 660,90 65747 
29 19. V. 10,25 27,8 14 198,65 35,0 36,4 657,60 65444 
30 | 23. V. 9,05 28,0 14 200,93 34,7 35,9 678,97 675.7 
31 9. VI. 8,28 28,3 14 230,36 35,9 35,7 687,05 683.2 
32-25. VI. 7,60 27,7 16° 228,39 36,1 35,9 682,35 679.8) 
33 9. VII. 7,25 27,2 15 227,47 | 35,7 36,3 74,22 6718 


*) Diese Unsicherheit wurde dadurch verursacht, daB, wie sich erst nachtriglich herausstellte, cin | 
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itabel 


Cs Kafig 
Tier und 


te) 


am Ende 


des 
Versuch 


g 
Ratt 


663,20 


T0898 
673.08 
708.78 
692.92 
694,34 
709.55 
711,63 
708,73 
682,22 
680,99 
700,39 
692.84 
698,10 
682.58 
695,02 
701 44 
689.98 
684.42 
665,75 
668,17 
ASS 4 
625.3! 
657 47 
6544 

675.7 
683.2 
679.8) 


6718 


ein T 
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Wabrend des Versuchs 


susgegeben 
10 CO, 
2 2 


395 062 

2780 |= 2 
4174 2,863 
$767 3,248 


3486 3,059 
3960 3,547 
3252 ©2,908 
2552 «2,461 
2354 3,098 
2432 «2,959 
2468 2.423 
2923 (2,7 

3763 3,492 
304 2,844 


2827 2,840 


2659 2,717 


2663 63.051 
330 =: 2.509 


37 2,428 
87 2,531 
302 «2,687 
779 «2.744 
3.035 
2389 «=. 385 
P62 2.419 
142 2.407 


59 892.354 
B02 2.985 
D170 = 3,380 
b150 3,029 


76 = 3,063 
62 2,458 
362 | 2.522 


vers 


braucht 


& 


2,701 
2,568 
2,867 
3,165 
3,005 
3,487 
2,780 
2,393 
2,862 
2,861 
2311 
2.737 
3,365 
2,768 
2,597 
2,426 
2,934 


2,369 
2.396 
2.418 
2.479 
2.683 
2.771 
2.374 
2.251 
2,379 
2.233 
2,557 
3,290 
2,909 
2.949 
2.440 
2.514 


Respira- 
torischer 
Quotient 


0,742 
0,724 
0,726 
0,746 
0,740 
0,740 
0,761 
0,748 
0,787 
0,752 
0,762 
0,740 
0,754 
0,747 
0,795 
0.814 
0,756 


0,770 
0.737 
0,761 
0,788 
0,744 
0,765 
0,727 
0,781 
0,736 
0,766 
0,849 
0,747 
0.757 
0,755 
0,733 
0.730 


Pro 24 Stunden und 1 ky 


Korpergewicht 
ausgegeben 
H,O CO, 

8 s 
5147 39,03 
4263 39,22 
40.97 36,96 
41,14 38,06 
42,39 37,19 
48.94 43.83 
44.39 39,70 
36,91 35,60 
33,79 36,67 
4212 36,31 
34,72 34,08 
38,96 37,11 
4249 39,43 
55,43 39,87 
38,76 39.03 
37,87 38,70 
32,25 36,94 
35,66 | 37,59 
32,42 33,09 
39,57 37,27 
36,84 43,00 

7,71 7,23 
38,98 37,45 
39,15 | 39,08 
41,17 44,03 
34,85 39,16 
46,88 41,50 
45,38 45,12 
36,00 39.64 
4158 39,98 
46,24 38,53 
34,04 33,99 
34,37 36,70 


vers 
braucht 
O, 


g 


38,25 
39,38 
37,01 
37,09 
36,54 
43,09 
37,95 
34,61 
33,88 
35,11 
32,00 
36,48 
38,80 
38,80 
35,61 
34,55 
35,53 


35,49 
32,66 
35,61 
39,67 
36,40 
35,59 
38,90 
40,97 
38,70 
39,37 
38,65 
38,59 
38,39 
37,09 
33,94 
36.59 


Energicumsatz 
pro 24 Stdn. und 


Korper: 
gewicht 


kg-Cal 


126 
129 
121 
122 
120 
142 
125 
114 
113 
116 
105 
120 
125 
128 
119 
116 
117 
117 
107 
118 
132 
120 
118 
121 
136 
127 
130 
130 
127 
127 
123 
111 
120 


lqm 
Kérper- 

oberfl 

kg-Cal 


823 
822 
826 
850 
850 
995 
847 
794 
773 
796 
734 
823 
858 
866 
809 
791 
796 
805 
720 
797 
905 
807 
787 
824 
893 
823 
807 
826 
815 
815 
824 
743 
803 


liph ungelést geblicben war, daher in die Spritze nicht hineingesaugt werden konnte. 


Bemerkungen 


22. XI. 0,076 g 
Hph subkutan 


10. XI. abends 
0,03 — 0,04 *) 
Hph subkutan 


13. IL. abends 
0,04 g Hph sub- 
kutan 





220 L. Kajdi: 


Generaltabe! 





Gewicht des Kahg 


Nr. Datum Dauer —. Dauer Mittleres aecnere ema vay ow - we 
des ion des ratur im des Kérpers 7 ~ wv , 
— , Versuchs Exsik- Hungers  gewicht su Boginn om Ende su Beginn am End 2 
suchs Versuchs kator des des des des 
Versuchs Versuchs Versuchs V ersyc) ( 
Stunden °C Stunden g °C °C g 8 ‘ 
1924 Ratt 
1 25. VI. 7,500 28,0 17 |:190,35 35,5 35,9 644.30 641.84 
2 6, VIT. 7,000 27,7 17 183,82 36,3 36,2 648.54 (646.21He 4 
3 3. VIIL. 7,716 28,3 17 204,40 36,1 35,9 668,98  666,% 
4 14. VIIT. 9,266 28,0 14 204,70 34,6 35,7 689,80 6866 
5 14. 1X 6,883 27,6 16 230,27 36,5 ? 713,48 710.2) 
6 | 24.1X. 7,666 276 16 | 217,46 369 | 36,4 | 660,86 6575 
7 29. IX. 7,550 28,0 17 210,48 35,9 36,2 654,20 6509 
8 5. X. 7,433 28,2 16 210,21 35,3 35,4 652,60 650,10 es 
9 13,X. 7,666 280 16 212,02 35,9 | 358 | 671,70 66onllas 
10 19. X, 6,333 28,3 16 212,01 35,4 35,3 663,11  660,% 
11 24. X. 7,733 28,0 15 211,49 34,7 35,9 662,87 66031 
12 | 20, X. 8,033 28,0 15 209,06 35,3 35,7 681,37 678.86 
13 | 5.XI | 7,783 © «279 | 15 | 21234 35,5 | 35,4 | 683,70 6810 
14. 6°12. XI. | 6,833 28,2 15 216,28 36,1 | 37,4 688,15 684.9) 


Ratt 
1 3. XII. | 7,883 | 284 15 | 22362) 37,4 36,8 | 670,95 | 667,732 
2 9. XII. | 8,083 | 27,5 15 = 221,00 37,1 37,1 684,10 680,999 39 
3 | 11. XI. | 8,283 27,8 13,5 218,67 37,4 36,5 683,45 670,23MMss 





4 13.X11. | 6633 | 27,7 | 16 | 21999) 353 | 35,4 695,18 | 69252Mo3 

Ratt 
| 1925 i 

1 | 18. TT. | 7,483 | 27,2 15 | 232,00 363 35,9 || 688,60 685,51 

2/24. 111. | 8500 | 280 15 | 23154 354 35,9 | 686,57 68273 

3 | 30.111. | 7,100 | 27,4 15 | 213,53 35,4 35,5 | 666,82 6642! 

4 | 41IV. | 7,766 | 280 15 | 213,99 35,9 35,7 | 686,80 663, 

5 | 24.1V. | 8333 | 27,5 14 | 23292 360 35,7 682,09 678.5 

6 | LV. | 8216 | 280 15 | 22822 35,7 35,4 675,68 6726 

7 6.V. | 8,100 | 27,3 15 226,94 36,4 36,3 673,20 670.6 

8 IV. | 8883 | 282 14 | 22378 36,4 35,7 | 690,05 6363 

9 17.V. | 6800 | 283 14 | 23601 364 37,7 699,84 6963 

10 22. V. — 10,363 | 28,0 13: | 207,35 349 36,4 667,20 664, 

ll | 6. VI. 11,000 | 280 14 | 210.96 366 369 668,48 6640 

12 | 24. VI. | 7,685 | 27,8 16 | 214.29 36,7 36,0 668,74 666,12, 

13 10. VII. = 8,133 | 27,7 15 | 213.70 34,7 35,3 | 660,05 657.386: 

14 | 18. VII. 8,000 | 286 16 | 211,62 35,4 363 663,05 659.833 





*) Siehe die FuBnote bei Ratte F. 
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&|tabelliortsetz ung). 





des Kahg j > 
Tier un Wahrend des Versuchs | Pro ‘ae kg on ade ns 
kte | pe a 
susgegeben vers || torischer ausgegeben ver: Bemerkungen 

; rs 7 braucht | Quotient beaucht Kbepee. Kotor. - 
Versuch O CO, O2 | H,0 CO, Oz gewicht oberfl 

& 8 ~ ~ es 8 g kg-Cal | kg-Cal 

Ratt 


641, 2417 2,303 | 2,260 0.741 40,63 | 38,71 37,99 125 789 
646,2490366 «2.060 2,126 0,704 44,13 3842 39,65 130 S11 
666202907 «2,456 | 2483 0,719 | 42,71 37,37 | 37,78 ~=—-:123 798 
686,6593325 2,938 | 4,143 0,680 4207 37,18 39,77 130 842 
71021ME3131 2,680 2541 0,767 47,41 409,58 38,48 127 857 
657,589 3237 «62,952 2909 0,738 4660 4250 41,88 137 909 22. IX. 0,076g 
; Hph subkutan 
650, 9883083 2613 2476 0.767 4656 3946 37,39 124 809 
650,102 487 2.383 2370 0.731 38,20 3660 3640 119 779 
660,092 668 2495 2463 0,736 3940 36,84 36,37 119 782 
660,092 167 2.004 1,961 0,743 38,73 35,82 35,05 115 755 
6603082532 2493 2,455 0,739 37,16 3658 36,03 118 775 
O78 80EO 45 «2647 2582 0,746 34,94 3783 3690 121 792 
6510082643 2598 2541 0,743 38,38 37,73 36,90 121 795 11.X1. 0,05-0,06 g* 
Hph subkutan 
6849193071 2,886 2,717 0,773 49,87 4687 4412 146 968 
Ratt 
667,7193213 3,028 | 3,001 0,734 | 43,74 | 41.22 | 40.86 134 894 
680,9993089 3,032 2.951 0,747 41,50 | 40,74 39,65 130 9867 
6702385883 4,648 | 4,361 0,775 51,45 | 61,59 57,79 191 1266 
602,529 2334 2,366 | 2,034 0,844 | 38,39 | 3882 3345 112 745 itisp Fiph sath: 
Ratt 


685,592 891 2.934 | 2.775 | 0.769 39,97 40,56 3836 124 858 
682.7364 3285 3,099 0,771 4456 40,06 37,79 125 845 

664.248 22902 2340 2052 0828 3628 37,04 32,48 109 717 

663,1093283 3,070 2653 O841 4741 4434 38,31 129 $46 

3325 3107 2,892 0,781 41,11 3842 35,76 119 803 

672,6992920 2879 2,799 0,748 37,37 3685 35,82 - 118 792 

670,042 510 2645 2595 0,741 32,77 3453 33,88 ill 746 LSccuNerCO, 
6363495009 3,163 3,062 0,751 43,57 38,19 3697 122 813 subk. injziert 
696. 492792 «2.733 «2,625 | «0,757. 41,75 94087 3925 129 8380 ebte tae ae 
664.0927 3.452 3249 0,772 32,93 3856 3629 120 782 kutan 


6785) 


SOOT «63.606 «63,273 «60,801 86942,88 37,29 33,85 113 739 
666,1792585 2466 2411 0,744 37,67 35,94 35,15 116 760 
657592624 2557 42481 0,732 36,23 35,31 34,26 112 738 


659.59993392 2476 2438 0,739 38,20 35,10 34,56 113 743 





222 L. Kajdi: 


Genera tabel rt 





Gewicht des Kas 


K ttemperatu ( bl. Tier ur ’ 
Nr. Datum Dauer —— Dauer Mittleres ee me ‘ # 
_ des des ratur im des Kérper- - To 7 yes ™ 
fers : : 'xsik- E Be m Er e 
becom Versuchs Versuchs — Hungers gewicht 2 = ~— re _— = 
Versuchs Versuchs Versuchs Versy, ) 
Stunden °C Stunden g Cc °c 2 ‘ ri 
1925 Ratq 
l 13, XT. 9,27 28.0 15 218,58 35.8 35.9 665,59 6625 7H 
2 17, XI. 6,37 28,0 18 219,08 35,3 354 664,65 6625)RRR 
3 21. XI. 7,12 27,8 17 21960 355 35.7 679.11 676.49 
4 3. XII. 6,52 27,5 17 223,54 35,8 36,3 676.23 673.9aNRIS8 
5 8. XII. 6,48 27,7 16 220.61 35,3 35,3 672,54 6700 } 
6 15. XIT. 7,18 28.0 17 219.31 35,3 35,6 670,52 668] 
7 24. XII 7,39 28,0 17 232,77 36,4 36,4 683.64 68) 1987 
Ratt 
l 11, XI. 8.55 27,5 15 150,88 36,3 36,8 603.62 600. ScHL 66 
2 16, XI. 7,23 27,8 17 148,60 36,2 36,1 594.57 592.04 
B 20. XI. 7,08 27,8 16 150,58 36,1 36,4 610.20 608357 
4 25. XI. 6,70 27,3 16 164,90 35,8 35,9 616,54 614. S009 
5 1, XI. 6,92 27,8 17 172,24 35,7 36,3 624.21 622..2075818 
6 5. XI. 6,83 27,6 7 177,19 36,2 35,9 629,51 6274492 
7 12. XII. 7,33 27,8 16 188,91 35,8 36,0 640,17 637! 
8 22. XIT. 8,03 27,9 17 191,36 37,0 36,9 642.82 630,709 
9 28. XII. 6,79 28,4 15 165,30 36,2 35,9 616,00 6137022 
1926 
10 3. I. 6,57 28.0 16 171,64 35,4 35,9 621,03 6192376 





Rat¢ 


6625 
6625 
676.4 
673.9 
670.0 
668] 


681.1 
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rtsetzung). 
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Wabrend des Versuchs 


wsyegeben vers 
braucht 
50 «6 CO>» O, 
3 s & 
ml 463,140 3,101 
oo 86.2042) «2.001 
h2 «2.529 2.391 
n181 2.377 | 2,248 
P03 = Cs 2301 | 2,104 
oy8 «62.441 2.369 
ft) 2.746 2.630 


1664 2.324 | 2,168 
190 »=6.1,728 ~=—-:1,788 
1772 =61,818 | 1,720 
164% 1915 1,869 
189 62095 861.994 
120 2069 | 1,919 
P14 =: 2.255 | 2,079 


2901 
2229 | 2,132 


Respira- 
torischer 
Quotient 


0.737 
0,742 
0.769 
0.769 
0,795 
0,749 


0,759 


Pro 24 Stunden und | kg 


Kérpergewicht 

ausgeyeben on 
. braucht 

H,O CO, O» 

e & s 
35.20 | 37,21 36,75 
36,12 35,14 34,41 
38,27 38,84 36,72 
35.93 39,16 37,04 
38,64 38,61 35,31 
34,55 37,19 36,09 
33,54 38,79 37,16 
4956 43,24 4033 
4443 3859 39,92 
39,87 | 40.91 38,70 
36,80 | 41,60 40,60 
37,05 42.21 . 40,17 
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Uber die Ketonkérper des Blutes. 


Von 
Emerich y. Fazekas. 
(Aus der II. internen Klinik der Budapester kénigl. ungar. Universitat.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1926.) 


Es ist merkwiirdig, daB, solange das verschiedene Verhalten des 
Blutzuckers unter gesunden und pathologischen Verhiltnissen von 
recht zahlreichen Autoren gepriift wurde, die systematische Unter- 
suchung des Ketonkérpergehalts im Blute vollstandig vernachlassigt 
blieb. Die Ursache mag auch der Mangel eines geniigend genauen, 
verlaBlichen, leicht und rasch durchfiihrbaren Verfahrens gewesen 
sein, mittels welchen die Acetonkérper des Blutes bestimmt werden 
konnten. Nur in der jiingsten Zeit wurden annehmbar gute Mikro- 
methoden von Engfeld und spiiter von Lublin veréffentlicht. Die Ver- 
fahren sind aber noch in keinem ihrer Verwendbarkeit entsprechenden 
Grade verbreitet. 

Es entspricht nicht meinem Vorhaben, iiber diese zweierlei Methoden 
ein Urteil zu fallen, obzwar ich mit beiden vergleichende Experimente 
unternommen habe, es sei mir allerdings erlaubt, zu bemerken, daB beide 
nebst den Vorteilen ihre gewissen Nachteile besitzen, diese letzteren sind 
aber keinesfalls so betrachtlich, daB die Methode dabei unbrauchbar wire. 

Wir bestimmen nach Engfeld in dem venésen, nach Lublin in dem der 
Fingerspitze entnommenen Blute die Ketonkérper. Nach vergleichender 
Ausfiihrung der beiden Verfahren hatte ich keinen wesentlichen Unterschied 
zwischen den Ergebnissen der beiden gefunden. Ich habe auch (mit gewisser 
Anderung) die §-Oxybuttersiiure und das Aceton nach Engfelds Verfahren 
aus dem Kapillar-, nach Lublins Methode aus dem venésen Blute bestimmt. 








Tabelle I. 
Aceton 3-Oxybuttersaure 
Nr. Blut —————— [2 EEPUEee ere 
nach Engfeld nach Lublin nach Engfeld | nach Lublin 

1 kapillar 17,5 16,3 32,4 32,6 
vendés 18,0 17,2 32,0 32,2 
2 kapillar 23,0 23,5 34,3 34,0 
vendés 22.0 23,3 34,4 34,2 
3 kapillar 15,1 15,5 — — 


vendés 15,2 15,5 _ —_— 
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Wie aus Tabelle I ersichtlich, bestehen zwischen den Ergebnissen 
der beiden Methoden bloB so minimale Unterschiede, wie in den Grenzen 
der Versuchsfehler aufgefaBt werden kénnen. Die Priifungen beweisen 
also die Brauchbarkeit der beiden Bestimmungsmethoden, lassen auch 
ersehen, daB zwischen dem Aceton- und £-Oxybuttersiuregehalt des 
kapillaren und venésen Blutes kein Unterschied besteht, die Keton- 
kérper verhalten sich dem Blutzucker vollstindig analog. 

Die Untersuchungen lieBen aber zwischen Blutaceton und Blut- 
zucker noch mehr Analogien merken. Wir wissen, daB der Grad der 
Glykosurie nicht mit dem Grade der Hyperglykimie in Beziehung 
steht, es kann neben hohen Blutzuckerwerten eine verhiltnismaBig 
geringe Glykosurie bestehen und umgekehrt. Wenn wir die Keton- 
kérperwerte des Blutes und Harns vergleichen, sehen wir, daB zwischen 
beiden kein gesetzmibiger Zusammenhang aufgestellt werden kann, 
die Veranderung des einen wird nicht von entsprechender Veriinderung 
des anderen gefolgt. Es kann eine recht betrachtliche Acetonimie 
neben geringer Acetonurie bestehen, es ist durchaus nicht unméglich, 
daB der Harn iiberhaupt kein Aceton enthalt, richtiger, daB sich kein 
mit dem jetzigen Verfahren nachweisbares Quantum darin befindet. 
Nachstehende, im Wege von Versuchen -gewonnene Daten scheinen 
dies zu bestatigen. Blutentnahme bei niichternem Magen. 

| 
Tabelle 11. 





Aceton 3-Oxybuttersaure 
Nr. Blut Urin Blut Urin 
mg*Proz g-Proz. mgsProz g-Proz 

l 125 048 440 2.04 

2 114 0,55 204 1,32 

3 15 0.33 — 

4 18 0,25 — 

5 33 0.15 125 0,42 

6 20 0.28 


Der Gegenstand meiner weiteren Untersuchungen war: Wie die 
Ketonkérper sich zwischen Blutkérper und Plasma aufteilen und ob 
daraus eine SchluBfolgerung gezogen werden kann, das betreffend, ob 
die Ketonkérper im freien Zustande oder gebunden im Kreislauf 
zirkulieren. 

Ob die Blutkérper Zucker enthalten, ist bereits Gegenstand vieler 
Wortstreite und wurde bis heute noch nicht entschieden. Ein Teil der 
Forscher fand es nicht, dem anderen Teil gelang es, in den Blutkérperchen 
Zucker nachzuweisen, unter letzteren gab es wieder solche, die nur bei 
Diabetes und andere, die auch bei gesunden Menschen Glykose in den 
Blutkérperchen gefunden hatten. Csdki wollte unter diesen einander 
widersprechenden Ansichten Ordnung schaffen, indem er bewies, daB die 
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auf verschiedene Weise ausgefiilirten Untersuchungen die im Grunde ver 
schiedenen Ergebnisse verursachen. Wenn wir gerinnungshemmende Stoffe 
dem Blute beifiigen, werden die Blutkérperchen vielleicht in solcher Richtung 
beeinfluBt, daB sie fiir den Zucker durchgingiger werden. Wahrhaftig, 
jene Gruppe der Forscher, die Zucker in den Blutkérperchen vorfanden, 
bedienten sich solcher Methoden, die eine Zugabe von gerinnungshemmenden 
Stoffen erforderten. Csdki hat das Plasma durch promptes und rasches 
Zentrifugieren gewonnen und in diesem den Zucker bestimmt, auf diese Weise 
kam er zu jenem Ergebnis, da8 die Blutkérperchen nur bei Diabetes mellitus 
Zucker enthalten. 

Seine Methode habe ich auch in jenen Fallen verwendet, als ich bei 
meinen Priifungen feststellen wollte, ob die Blutkérperchen auch Keton- 
kérper enthalten. Die Ergebnisse hingen davon ab, ob ich entweder nach 
Csaéki oder mit Zugabe von gerinnungshemmenden Materialien das Plasma 
erhalten hatte. 

Tabelle III. 








zwischen 
Blut. Blut- | Blutkérperchen 


| Plasma, zentrifuyiert Oxalat-Plasma | Verhaltnis 
| 
| Plasma kérperchen Plasma kérperchen || und Piasma 


HM. | 125 145 34 130 44 63 : 37 
4 Sa. 41 | 4 18 18 63 : 37 
fy ee 15 26 12 8 59:41 
j-Oxybutter- 

saure | 

H.M. | 440 560 88 432 168 

V.M. | 48 63 9 32 23 i 

v.53. | | 


Wir sehen, daf bei Ausfiihrung der Bestimmung in dem Plasma 
des Kaliumoxalatblutes ein recht betrichtlicher Teil des Acetons in 
den Blutkérperchen vorfindbar ist, demgegeniiber gelangen wir nach 
Sedimentierung mittels Zentrifugation der Blutkérperchen zu einem 
vollstandig entgegengesetzten Ergebnis. Die Blutkérperchen enthalten 
tiberhaupt keine oder nur in minimaler Quantitaét Aceton und f-Oxy- 
buttersiure, dieses geringe Quantum kann nur im Falle von Coma 
diabeticum erhéht sein. 

Meiner Ansicht nach ist jenes Ergebnis, das wir mit solchem 
Plasma gewonnen haben, wo kein gerinnungsverhinderndes Mittel ange- 
wendet wurde, eher annehmbar und besser, da mit diesem Verfahren 
annahernd jener Zustand erreichbar ist, in dem sich das Blut in den 
GefiiBen befindet, nach Zugabe von verschiedenen Chemikalien ist 
es nicht unmdglich, daB wir die Permeabilitét der Blutkérperchen 
verinderten, dies wieder kann zu verschiedenen Ergebnissen fiihren. 
Es ist wahrscheinlicher, daB die Blutkérperchen in minimalem Mabe 
Ketonkérper enthalten, dieser Gehalt wiirde durch die Acetonimie 
erhéht werden. Wie die ungleiche Verteilung der Ketonkérper 
zwischen Plasma und Blutkérperchen begriindet werden kann, ob 
1. die Ketonkérper in gebundenem und (bei Coma) in freiem Zustande 
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im Blute vorkommen, oder ob 2. die Blutkérperchen nur in kleinem 
MaBe fiir die Ketonkérper durchgangig sind — diese Durchgangigkeit 
soll sich aber bei Coma und unter dem Einflu8 verschiedener chemischer 
Mittel verstirken — konnte bisher noch nicht entschieden werden. Es 
ist unsere Erfahrung interessant, da8 nach Einspritzen von Insulin 
in erster Reihe das Blutaceton verschwindet bzw. abnimmt, dies wurde 
auch den Blutzucker betreffend festgestellt. Die Wirkung des Insulins 
scheint die erste Annahme zu bestatigen, es kann angenommen werden, 
daB das Hormon des Pankreas in erster Reihe das in den Blutkérper 
eindringende Aceton und den Zucker angreift. 

Es war noch unsere Wahrnehmung interessant, dab bei Coma 
diabeticum nach der Injektion des Insulins ein recht betrdchtlicher Abfall 
der B-Oxybuttersdure erfolgte, und zwar schon dann, als wir weder im 
Blutzucker noch im Blutaceton eine Anderung wahrnehmen konnten. 
Ohne Coma nach der Insulininjektion wurde kein so groBer Abfall der 
B-Oxybuttersiure beobachtet, sie veriinderte sich hier im groBen ganzen 
mit dem Aceton proportional. 


Vor der Injektion 
Aceton | putt BeOxys 





Nach der Injektion 




















ttersdure | | Blutzucker || Einheiten | Aceton Ory Blutzucker 
H. M. | 125 | 440 0,45 40 116 =| (204 )~—,ssOO41 
H. M. | 40 540 0,54 40 23 200 | 0,52 
X.J. | 75 235 038 | = 52. 104 0,36 | 
V.M.|| 33 125 0.48 beg ‘ bo | 15 0,21 


Das betrachtliche Sinken der B-Oxybuttersiure — auch schon dann, 
als der Blutzuckerwert noch unverandert blieb — kann in jedem Falle 
als charakteristisch erachtet werden, mit Ausnahme des letzten Falles, 
wo der Patientin 30 Einheiten Insulin auch intravenés verabreicht 
wurden, das Fallen des Blutzuckers in diesem Falle kann auch diesem 
Umstand zugeschrieben werden. 

Im ersten und dritten Falle erhielt der Kranke zwischen der ersten 
und zweiten Blutentnahme bloB das Insulin, im zweiten und vierten Falle 
wurde auch inzwischen NaHCO, und Zuckerlésung intravenés verabreicht. 
Diese hatten aber, wie wir sahen, nichts an dem Resultate geéndert. - 
Der Blutzucker wurde halbstiindlich mit der von mir modifizierten Hagedorn- 
schen Methode bestimmt. 

Es trat in den Fillen 1 und 2 — ohne Darreichung von Zucker oder 
Soda — Besserung ein, das Coma wurde von Schlafrigkeit und Mattigkeit 
abgeldst, das KuBmaulatmen hérte auf. Im Blute laBt sich eine Anderung 
wahrnehmen, nimlich die der £-Oxybuttersiure, dieser betrichtliche 
Fall steht aber im Gegensatz zu dem kaum oder nur in geringem MaBe 
sinkenden Blutzucker. Es ist auffallend, daB das Aufhéren des Comas 
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nur von groBem Sinken des B-Oxybuttersiiurewertes gefolgt wird. Der 
weitere Verlauf ist dann den schweren Acidosen ahnlich, Blutzucker, 
Aceton und £-Oxybuttersiure nehmen nach erneuten Insulinein- 
spritzungen proportional ab. 

Jene Erfahrungen, daB die Symptome der Saurevergiftung ohne 
Zufuhr von Alkali, allein nach der Insulininjektion, also nach starker 
Abnahme der f-Oxybuttersiure verschwanden, scheinen Noordens 
Theorie zu unterstiitzen. Das Insulin verhalf zur Verbrennung der 
B-Oxybuttersiiure, aus der die minder giftige Acetessigsiure und 
Aceton entstanden. 

Wir sehen also in den ersten Stunden deshalb kein betrichtliches 
Sinken des Acetonwertes, weil dieses, wenn es auch verbrannte, infolge 
der Wirkung des Insulins entstand, noch mehr aus der f-Oxybutter- 
siure, und demzufolge kann sogar der Acetonwert steigen, wie dies 
unser Fall 4 beobachten lieB. 

Das Insulin beeinfluBt also nach diesem nicht nur den Blutzucker 
spezifisch, sondern auch die Ketonkérper, was auch schon Noorden 
wahrgenommen hatte: ,,Ofters schien uns das Insulin . . . relativ stirker 
auf die Acetonurie als auf die Glykosurie einzuwirken“. 

Die Untersuchungen haben aber noch sonstige Wirkungen des 
Insulins aufgeklart. Wir wissen, da das Hormon des Pankreas die 
Alkalitat des Blutes steigert, auf die Na’- und Ca -Ionenkonzentration 
des Blutes einwirkt. Auf Grund dieses kénnen wir annehmen: ,,Das 
Insulin beeinfluBt die allgemeinsten biologischen, chemisch-physika - 
lischen Vorgiinge“ (Villa). 

Die Wirkung des Insulins auf die Ketonkérper kann eine direkte 
oder indirekte sein, d.h. durch Steigerung der Zuckerverbrennung ; 
im Feuer der Kohlehydrate kénnen die Ketonkérper bzw. Fette 
vclikommener verbrennen“. Es ist aber auch nicht unmédglich, daB es 
neben der Einwirkung auf die Kohlehydrate auch direkt zur Oxydation 
der Ketonkérper verhilft. Neben dieser Anschauung wiirde jener Fal! 
sprechen, daB bei bestehendem hypophysaren Diabetes mellitus nach 
der Insulininjektion sich der Blutzucker tiberhaupt nicht verinderte, 
die Ketonkérper aber nahmer folgendermaBen ab: 


1 6 4 © «6 ¢ oie sy Sn 
Biwtacetomn .......... 48mg@g-Proz. 
Blut-8-oxybuttersiure .. . . . 156 =A 


Von friih 8 Uhr bis abends 7 Uhr wurden 200 Einheiten Insulin ,, Lilly“ 
verabreicht. 


Nun fanden wir: 
2, ee. wk gg Ue ee. 
Blutaceton ......... . 96mg-Proz. 
Blut-f-oxybuttersfure .. .. . 25 “ 
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Das Ergebnis stimmte also auch hier mit den Ergebnissen bei 
pankreatogenem Coma diab. iiberein. Jn erster Reihe nimmt die B-Ory- 
buttersdure ab, spiter auch das Aceton, der Blutzucker aber blieb sozusagen 
unverandert, das fiir die direkt auf die Ketonkirper ausgeiibte Wirkung 
des Insulins zu sprechen scheint. Bei der Sektion wurden in diesem 
Falle die Pankreas- und Langerhans-Inseln fiir gesund befunden, es 
bestand aber bei dem Patienten ein nuBgrofes Hypophysisadenom. 
Es konnte also angenommen werden, da8B wir einem Diabetes hypophy- 
siren Ursprungs gegeniiberstanden. Das Insulin hat aber doch die Keton- 
kérper des Blutes, ahnlich wie bei dem Pankreasdiabetes, herabgesetzt. 
Wenn wir diese Ergebnisse in Betracht ziehen, kann die direkt auf 
die Ketonkérper ausgeiibte Wirkung des Insulins angenommen werden. 


Literatur. 
Lublin, diese Zeitschr. 188, 633, 1925. Csaki, Wiener Arch. f. inn. 
Med, 8, 459. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig. 





Uber die Wirkung der Kationen der Ringerlésung 
auf die glatte Muskulatur des Meerschweinchenuterus '). 


Von 
M. Koehmann. 


(Aus dem pharmakologischem Institut der Universitat Halle-Wittenberg.) 
(Eingegangen am 28. Januar 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter dem gleichen Titel habe ich in dieser Zeitschrift, 161, 390, 
1925, Versuche von Friedrich Holub mitgeteilt, die durch weitere Unter- 
suchungen erginzt worden waren. In dieser Arbeit war als wesent- 
lichstes Ergebnis betont worden, daB man durch Anderung eines Kations 
der Ringerlésung notwendigerweise auch den Gehalt an den beiden 
anderen Kationen andere, so da$ man, wie es immer noch oft behauptet 
worden ist, nicht ein Kation vermindern kann, ohne auch die Wirksam- 
keit der anderen zu beeinflussen. Und weiterhin wurde betont, daB es 
nicht allein auf den Gehalt an Kalium- und Calciumionen und ihre 
absolute Menge ankomme, sondern dab auch das Natriumion eine sehr 
wesentliche Rolle spielt. Diese Beobachtungen wurden zum gréBten 
Teile in isotonischen Lésungen angestellt, und wo von der Isotonie 
abgewichen wurde, war das mit Absicht geschehen. 

Diese Versuchsergebnisse stellte ich Herrn Kollegen Loewe in 
Dorpat schon vor der Drucklegung auf seine Bitte hin zur Verfiigung, 
nachdem er mir mitgeteilt hatte, daB er ein besonderes Schema fiir 
derartige Versuche ausgearbeitet habe, das ihm sehr gute Dienste 
geleistet hitte. Er iibersandte mir auch gleichzeitig dieses Schema, 
das er dann in dieser Zeitschrift 167, 92, 1926 veréffentlicht hat. 
Dieses Schema erscheint mir in der Tat als ein auberordentlich groBer 
Fortschritt bei der Lésung des Problems der Ionenwirkung, und so 


1) Die Versuche, die schon vor geraumer Zeit begonnen wurden, 
konnten dank der Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft zum Abschlu8 gebracht werden. Es sei an dieser Stelle der 
Dank fiir die Hilfe und Férderung ausgesprochen. 
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wie sich Herr Loewe auf meine Arbeiten stiitzte, so habe ich meinerseits 
das dreiachsige Koordinatensystem tibernommen, um meine Versuche 
noch weiter zu vervollstindigen. 


In diesem dreiachsigen Koordinatensystem werden in den drei 
Ecken A, B und C die Mengen an Natrium-, Kalium- und Calcium- 
chlorid eingetragen, die sich ergeben wiirden, wenn jedes der drei Salze 
die Isotonie allein zu bestreiten hatte, und zwar wird die absolute 
Menge = 100 gesetzt. Die Seiten des gleichschenkligen Dreiecks sind 
die Abszissen des Koordinatensystems. AC ist die Abszisse des Natriums, 
AB die des Kaliums und BC die des Calciums. Die in A, B und C 








Abb. 1. 


errichteten Senkrechten sind die Ordinaten, und zwar ist die in A 
errichtete die Natrium-, die in B die Kalium- und die in C die Calcium- 
ordinate. Der normale Gehalt der Kationen ist durch die Natrium-, 
Kalium- und Calciumlinie bezeichnet, die sich in einem Punkte schneiden, 
den Loewe sehr gliicklich mit Eukrasiepunkt bezeichnet hat. Es ist 
also derjenige, in dem die Mischungsverhaltnisse der drei Kationen der 
normalen Ringerlésung entsprechen. Nun kann man mit Hilfe dieses 
Schemas die drei Kationen beliebig miteinander mischen, ohne die 
Isotonie zu verletzen, indem man sich irgend einen Punkt heraussucht 
und in dem dreiachsigen Koordinatensystem die Konzentrationen 
abliest. 

Alle diese Punkte bezeichnen Mischungen der drei Kationen, die 
von dem normalen Gehalt abweichen und die Loewe als Dyskrasie- 
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punkte bezeichnet. Die Verbindungslinie der Ecken mit dem Eukrasie- 
punkt und ihre Verlingerung tiber den Eukrasiepunkt hinaus umfabt 
diejenigen Punkte, bei denen das Verhaltnis zweier Ionen ebenso grof 
ist wie in der Ringerlésung. Loewe bezeichnet die Verbindung dieser 
Punkte als Eukrasielinien und halt ihre besondere Bedeutung fir 
méglich. Wir werden sehen, daB diese Vermutung, die, natiirlich in 
anderer Form, auch von anderern Autoren ausgesprochen worden ist, 
nicht zutrifft. 

In der vorliegenden Mitteilung sind die Versuche meiner ersten 
Veréffentlichung verwertet und noch wesentlich erginzt. Es ist zunichst 
die Anderung der Tatigkeit!) der Uterusmuskulatur des Meerschwein- 
chens beriicksichtigt worden. Eine Steigerung ist in dem System mit 
einem -+-, eine Mittellage mit einem +-, eine Senkung mit einem —, 
keine Verainderung mit 0 bezeichnet worden. Sind die Einzelkon- 
traktionen erhalten, so tragen die Zeichen eine knopfartige Verdickung — . 
tL, —«. Es lassen sich aus diesem Schema mit einem Blick die Ver- 
suchsergebnisse ablesen. 


Man erkennt folgendes: 

Sind simtliche Kationen der Ringerlésung durch Natriumchlorid 
ersetzt, so steigt die Titigkeit der Uterusmuskulatur an. Sind simtliche 
Kationen durch Kaliumchlorid ersetzt, so fillt die Tatigkeit ab. Bei 
alleiniger Anwesenheit von Calciumchlorid sinkt der Tonus gleichfalls. 

Befindet sich in der Lésung nur Natrium und Kalium und fehlt 
das Calciumion, so ist, wie die Zeicher auf der Linie BC zeigen, der 
Kontraktionszustand immer vermindert oder aufgehoben, dabei ist 
es gleichgiiltig, in welchem Mischungsverhaltnis Kalium und Natrium 
vorhanden sind. 

Bei weiteren Betrachtungen empfiehlt es sich, die Linie des 
normalen Kalium- und Calciumionengehalts zu verfolgen. Steigen 
wir von dem FuBpunkt der Calciumlinie empor, so haben wir im unteren 
Teile bei hohem Kalium- und geringem Natriumgehalt Mittellage oder 


1) Die Tatigkeit des Uterus umfaBt selbstverstandlich eine Reihe von 
Faktoren, Tonus, Kontraktilitaét der Muskulatur, Rhythmus, Kontraktions- 
gréBe, Frequenz der Bewegungen. Es ist hier hauptsachlich der Kontrak- 
tionszustand beriicksichtigt worden, gleichgiiltig, ob Bewegungen oder 
keine Einzelkontraktionen vorhanden sind. Ich verstehe unter diesem 
Kontraktionszustand letzten Endes ein Mittel aus beinahe allen Faktoren, 
etwa dem mittleren Blutdruck vergleichbar, den man bei der Blut- 
messung dadurch aufschreiben lassen kann, daB man die Verbindung 
zwischen Manometer und Arterie méglichst weit abdrosselt. Ich bin mir 
wohl bewuBt, daB bei dieser Betrachtungsweise ein gewisser subjektiver 
Faktor eingeschaltet wird, der aber doch wohl in Kauf genommen werden 
kann, wenn die nétige Erfahrung und die hinreichende Zahl von Versuchen 


vorliegt. 
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Abnahme der Tatigkeit, weiter oben bis zum Eukrasiepunkt starke 
Steigerung oder sogar Kontraktur. 

Denken wir uns eine Linie, die die Halfte des normalen Calcium- 
gehalts bezeichnet und in der Mitte zwischen Linie BC und der Calcium- 
linie liegt, so ist auch hier der Kontraktionszustand im unteren Teile 
erniedrigt, bei 50 Proz. des KCl-Gehalts zeigt der Uterus eine Mittel- 
stellung und dariiber hinaus bis nahe an die NaCl-Linie ist der Kon- 
traktionszustand vermehrt. 

Bei weiterer Steigerung des Calciumgehalts tiber die Norm hinaus, 
wird der Kontraktionszustand immer erhéht, wobei es fast gleichgiiltig 
ist, in welchen Mischungsverhialtnissen die drei lonen vorhanden sind, 
sofern nur mehr als normale Kaliummengen in der Mischung ent- 
halten sind. 

In der Nahe und unterhalb des normalen Kaliumgehalts andern 
sich die Verhiltnisse noch charakteristischer. Am FuBpunkt der 
Abszisse AB und der normalen Kaliumlinie ist der Kontraktions- 
zustand stark erniedrigt. Wenn man auf dieser letzteren Linie in die 
Hohe steigt, so liegt bei 95 Proz. NaCl ein Umschlagspunkt fiir die 
Uterustatigkeit, die jenseits davon eine Steigerung erfahrt. Auf der 
Abszisse A B, also bei Kaliumfreiheit der Lésungen, befindet sich ein 
ihnlicher Umschlagspunkt schon bei etwa 25 Proz. des normalen 
NaCl-Gehalts. Auf der Linie, die der Halfte des normalen Kalium- 
gehalts entsprechen wiirde und in der Mitte zwischen AB und der 
KCl-Linie liegt, findet sich der Umschlagspunkt bei etwa 60 bis 
70 Proz. NaCl. \ 

Wenn der Kaliumgehalt nur ganz wenig fiber das normale Mab 
gesteigert ist, so bleiben die Verhiltnisse ahnlich denen auf der normalen 
Kaliumlinie ; jenseits der KCl Linie ist Tonussteigerung und Kontraktur 
zu beobachten. 

Man erkennt aus diesen Ergebnissen auffallig deutlich den EinfluB 
des Natrium-, Kalium- und Calciumions, von denen man nicht sagen 
kann, ob das eine oder andere in negativem oder positivem Sinne 
wirkt. Sie wirken alle drei zusammen und miteinander. 

Die Einzelkontraktionen des Uterus sind im allgemeinen nur in gewisser 
Nahe des Eukrasiepunktes erhalten. Dem Anschein nach sind die Einzel- 
kontraktionen der glatten Muskulatur an einen hohen Gehalt an NaCl 
gebunden. 


Bemerkenswert ist auch eine Verfolgung der verschiedenen Natrium- 
linien, beispielsweise der Linie, welche 10 Proz. NaCl anzeigt. Die 
Tatigkeit des Uterus steigt von einem Nullpunkt, der bei Kalium- 
freiheit liegt, bis zur Kontraktur, um an der normalen Calciumlinie 
wieder abzusinken und den tiefsten Stand bei Calciumfreiheit zu er- 
reichen. Bei 25 Proz. NaCl-Gehalt ist bei Kaliumfreiheit eine Mittel- 








234 M. Kochmann: 


lage vorhanden, bei Zunahme des Kaliumgehalts bis etwa zur Norm 
wird der Kontraktionszustand vermindert und geht dann schlieBlich 
iiber eine Mittellage zur Steigerung und Kontraktur tiber, die in der 
Nahe des normalen Calciumgehalts wieder absinkt und bei Calcium. 
freiheit wiederum einen Nullpunkt erreicht. 

Bei der Linie von 70 Proz. NaCl beobachtet man bei Kalium- 
freiheit zunichst Steigerung, dann Mittellage, dann Absinken und 
wiederum Ansteigen bis zu einer starken Steigerung, die bei Calcium. 
freiheit wiederum einem Abfall Platz macht. 

Eine besondere Besprechung erfordern die Mischungen, die in der 
Nahe des Eukrasiepunktes gelegen sind und fiir die die zweite Ab- 
bildung als Anhalt dienen mag. Sie zeigen recht verschiedene Wirkungs- 
erfolge, die schon zum Teil durch friihere Untersuchungen hinreichend 
Na % + 
100 — 








bekannt sind. Die Mischungspunkte in einem Trapez, das von A B, 
BC und den normalen NaCl- und CaCl,-Linien umgrenzt ist, zeigen 
die Tatigkeit des Uterus vermindert, indem die Einzelkontraktionen 
weniger hoch sind als bei normaler Ringerlésung. AuBerhalb dieses 
Trapezes ist entweder keine Verinderung oder meistens eine Steigerung 
des Kontraktionszustandes festzustellen. 

Die neuen Tatsachen, die sich aus diesen Versuchen ergeben, 
finden sich vor allem auf dem Teile des Diagramms, der zwischen 
Kaliabszisse — und Linie gelegen ist, und in dem sich beim Anstieg des 
Natriumchlorids der EinfluB der Na-Ionen im positiven Sinne offenbar 
stark geltend macht. Abnliches zeigt sich, wenn auch in etwas ge- 
ringerem MaBe, in dem Abschnitt zwischen Calciumabszisse und Calcium- 
linie. Dabei ist bemerkenswert, daB im ersten Falle der Kaliumgehalt, 
im zweiten der Calciumgehalt gleich bleiben. 
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Ferner ist es auBerordentlich bemerkenswert, wie gering die Kon- 
zentrationsunterschiede sind, die unter Umstinden die Wirkung in 
das Gegenteil umschlagen lassen. Man betrachte zu diesem Zwecke die 
Natriumlinie bei 25, 50 und 70 Proz. 

Aus dem Diagramm ist weiterhin ersichtlich, daB die Linien, die 
den normalen lonengehalt bezeichnen, also die Natrium-, Kalium- 
und Calciumlinie, von der gréBten Bedeutung sind. Diesseits und 
jenseits sind Umschlagspunkte vorhanden. Dagegen zeigt sich, daB 
die Eukrasielinien, von denen Loewe griBere Bedeutung vermutete, 
keine Besonderheiten erkennen lassen. 

Es sind in den vorliegenden Versuchsergebnissen durch so zahl- 
reiche Stichproben die Wirkungen einzelner Mischungsverhiltnisse 
der Natrium-, Kalium- und Calciumionen festgestellt, daB die Be- 
hauptung berechtigt ist, daB alle nur irgend méglichen Mischungs- 
verhialtnisse dieser drei Ionen bei Isotonie der Salzkonzentration fiir 
den Meerschweinchenuterus nunmehr bekannt sind. 

Weitere Untersuchungen, einige von meinen Assistenten Dr. Wagner 
und Dr. Hessel, mit anderen Organen, manche auch unter Arznei- 
mittelwirkung, sind bereits im Gange und teilweise schon ab- 
geschlossen. Sie sollen in Kiirze veréffentlicht werden. 








Beitrige zur Physiologie des Héhenklimas. 


I. Mitteilung: 


Wirkung des verminderten Luftdrucks auf Py und € 0,-Bindungsvermigen 
des Blutes. 


Von 
G. Fritz (Budapest). 


(Aus dem Schweizerischen Institut fiir Hochgebirgsphysiologie 
und Tuberkuloseforschung in Davos.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1926.) 
(Mit 3 Abbildungen im Text.) 


Die Wirkungen des Klimawechsels auf die lebenden Organismen 
und hauptsachlich die des Héhenklimas sind allbekannt. Es ist schon 
eine alte Beobachtung, da8 der Aufenthalt in groBen Héhen besondere, 
individuell geringere oder stirkere, bei etlichen Personen aber sehr 
ernste Symptome hervorruft, welche man zusammenfassend als Berg- 
krankheit bezeichnet. Es ist demnach selbstverstandlich, daB diese 
auffallenden Erscheinungen, nachdem sie das allgemeine Interesse 
auf sich richteten, die wissenschaftliche Forschung veranlaBten, die 
jene Symptome verursachenden klimatischen Faktoren und die 
durch das Klima bedingten physiologischen Veranderungen zu klaren. 

Ohne Zweifel ist unter den klimatischen Faktoren der verminderte 
Luftdruck der wichtigste. Das auf 760mm eingestellte physiologische 
Gleichgewicht mu8 in jedem Falle gestért werden, wenn der Organismus 
wiahrend eines Aufstiegs unter einen um 100 bis 200 oder noch mehr Milli- 
meter Hg verminderten Luftdruck gelangt. Unter den Faktoren des 
physiologischen Gleichgewichts wird an denen am leichtesten eine Ver- 
anderung zu konstatieren sein, welche von Luftverdiinnungen am meisten 
abhangig sind, diese sind: Gaswechsel, Blutchemie und Stoffwechsel. 
Nach den grundlegenden Arbeiten von P. Bert, Mosso, Kordnyi, Abder- 
halden und Zuntz, aber hauptsaichlich nach den Untersuchungen von 
A. Loewy sind schon die meisten aufgetauchten Fragen beleuchtet. 

Am bedeutendsten unter den Faktoren der Wirkungen des Héhen- 
klimas ist jedenfalls die Luftverminderung bzw. der durch die Ver- 
minderung der O,-Tension verursachte Mangel der Organe an Sauer- 
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stoff. Jene Folgen, die aus dem Sauerstoffmangel der Zellen sich ent- 
wickeln, kénnen wir uns auf zweierlei Weise vorstellen. Die erste, und 
das ware die handgreiflichere: daB die Zellen wegen der verminderten 
Sauerstoffzufuhr an ihrer oxydativen Energie verlieren, womit ein 
erhéhter Zerfall von EiweiB und ein abnormes Steigen der Produktion 
von organischen Sauren verbunden wire. In diesem Falle mu8 also 
der intermediare Stoffwechsel gegen eine acidotische Richtung hin sich 
verschieben. Die anderen vorstellbaren Folgen des Sauerstoffmangels 
der Organe waren, dab der Organismus diesen Mangel zu kompensieren 
bestrebt ist, was er mit einer Erhéhung der Atmung versucht. In 
diesem Falle ware keine Veranderung in dem intermediaren Stoff- 
wechsel zu beobachten, ja bei einer Uberkompensation, denn auch 
das kénnte man sich vorstellen, miiBte infolge der gesteigerten Aus- 
scheidung von CO, der intermediare Stoffwechsel, besser gesagt die 
Py des Blutes, gegen eine alkalische Richtung hin sich verschieben. 
DaB dieser Vorgang im Blute infolge Hyperventilation gut beweisbar 
ist, haben wir in einer gemeinsamen Arbeit mit Duzdr gezeigt (1). 

In der jetzigen Arbeit habe ich mir als Ziel das Klarlegen dieser 
Frage vorgelegt, da dariiber weder pro noch contra eine abgeschlossene 
Meinung besteht. 

Zur Entscheidung der Frage habe ich die Verdnderungen des py 
und das CO,-Bindungsvermégen des Blutes unter vermindertem Luftdruck 
beobachtet. Bei der Untersuchung des CO,-Bindungsvermégens des 
Blutes bin ich der durch. van Slyke angegebenen Methode gefolgt, 
doch mit einigen Veranderungen. Von der urspriinglichen Vorschrift, 
welche die Sattigung des Plasmas mit CO, durch dessen Schiitteln mit 
Exspirationsluft vorschlagt, bin ich insofern abgewichen, daB ich das 
Plasma immer mit einem 6 Proz. Kohlens&iure enthaltenden, nach 
Sattigung des Plasmas genau analysierten Gasgemisch geschiittelt 
habe. Um die py, des Blutes zu bestimmen, besitzen wir zwei Méglich- 
keitea: eine bei der man auf direkte Weise, und die andere, bei der man 
durch Berechnung der aktuellen Reaktion nach der Formel von Hassel- 
balch das py, bestimmt. Ich habe bei meinen Untersuchungen die direkte 
Messung gebraucht und meine Bestimmungen mit Hilfe der Hollo- 
Weissschen Methode (2) ausgefiihrt. An diesem Orte kann ich mich 
mit jener kolorimetrischen Methode nicht linger befassen, doch muB 
ich erwahnen, daB ich sie sehr exakt gefunden habe. 

Meine Untersuchungen habe ich in dem Davoser Forschungs- 
institut fiir Hochgebirgsphysiologie durchgefiihrt mit Anweisungen des 
Herrn Prof. A. Loewy, fiir dessen liebenswiirdige Hilfe ich auch hier 
meinen besten Dank aussprechen miéchte. 

Meine Experimente habe ich hauptsiichlich an Kaninchen aus- 
gefiihrt, doch auch aus gewissen Griinden an Katzen. Die Blutentnahme 
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geschah stets aus der V. jugularis mit gewissenhaftester Vermeidung 
jeder Stauung. Bei der Blutentnahme zum pg habe ich stets strengstens 
auf die luftdichte Entnahme geachtet. 


I. Verminderung des Luftdrucks auf natiirlichem Wege. 


Diesen Teil meiner Versuche habe ich teils in Budapest, teils in Davos 
vollbracht. Ich wiinschte jene etwaigen Veranderungen zu beobachten, 
welche sich an den Experimentierobjekten infolge dieser nicht groBen 
Luftverainderung entwickeln. Nachdem die Daten der zehn Tiere in Buda- 
pest ermittelt waren, sandte ich sie als Eilgut nach Davos, wo sie 3 Tage 
nach ihrer Ankunft unter einen Kontrollversuch kamen. Die Tiere haben 
den ziemlich langen Weg binnen 24 Stunden zuriickgelegt und sind in 
voller Gesundheit eingetroffen. Die ganze Zeit lang wurden sie auf ge- 
mischter griiner Kost gehalten, um die durch Haferfiitterung verursachte 
und zweifellos eintretende Anderung des Blutes zu vermeiden. Die Héhen- 
differenz zwischen den zwei Orten ist 1500 m, welecher Wert durchschnittlich 
120 mm Luftdruckverminderung entspricht. In dem Benehmen und dem 
Appetit der Tiere war kein Unterschied zu beobachten. Die Unterschiede 
in der py des Blutes und im Sauerstoffbindungsvermégen sind in der 
folgenden Tabelle angegeben. 














Budapest Davos 

Nr iL Pu Cc O,-Tens. “Dinden COs Nr. Pa — pinden Con 
1 7,56 45,6 37,1 1 7,40 | 37,2 32,3 
2 7,60 45,3 38,1 2 7,56 | 37,2 38,1 
3 7,46 45,5 43.9 3 7,32 | 37,7 36,1 
4 || 757 44.8 35,2 4 7,29 | 368 28.4 
5 | 7,58 45,2 34.2 5 7,38 | 365 32.3 
6 7,50 44.7 43.9 6 7,36 37,3 35,2 
7 7,45 45,3 33,2 7 7,26 37,1 34,9 
8 7,52 45,5 35,2 8 7,30 36,6 34,2 
9 7,57 45,5 37,1 9 7.46 37,5 32,1 
107,45 43,2 38,1 10 728 375 | 324 

Mittel| 7,52 | 45,06 37,6 Mittel 7,40 37,1 | 336 


Aus diesen in der Tabelle angegebenen Werten ist zu entnehmen, 
daB nur das py, des Blutes eine bedeutende Veranderung erfahrt, und zwar 
verschiebt es sich gegen eine acidotische Richtung hin. Aus der Veranderung 
des CO,-Bindungsvermégens des Blutes kann man in diesem Falle, da 
auch die Kohlenséuretension sich proportional verminderte, fiir die 
Niveaudifferenz von 1500m keinen Schlu8 ziehen, weil die gewonnenen 
Unterschiede denen der verminderten CO,-Tensionen beiléufig entsprechen. 

Um die Unterschiede leichter zu iiberblicken, sind sie graphisch dar- 
gestellt. Unten auf der Tafel ist die Kohlensaéuretension in Millimetern, 
links das CO,-Bindungsvermégen des Blutes in Kubikzentimetern, rechts 
aber die Werte des py, aufgezeichnet. Im Innern der Vierecke befinden 
sich die Werte des Kohlenséurebindungsvermégens des Blutes. Die die 
Vierecke durchschneidenden Linien ergeben den durchschnittlichen Wert 
des CO,-Bindungsvermégens und des py. 
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Gut zu beobachten ist auf der Abb. 1, daB die Veranderung des UO,- 
Bindungsvermégens mit der Senkung der CO,-Tension zusammenhangt, 
da die zwei Vierecke in einem Ausstrahlungspunkt kulminieren. Die Ver- 
schiebung des py, des Blutes zeigt aber auch hier schon eine Abnahme 
gegen die acidotische Richtung, wenn wir die Resultate auf Kaninchen 
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beziehen. Bei Kaninchen liegt namlich das py, des Blutes bei 7,50. Der 
Grund dafiir, daB die Ergebnisse des CO,-Bindungsvermégens der zwei 
Beobachtungsdaten einander nahe stehen, glauben wir darin zu finden, 
daB8B zwischen der Ankunft und Aufarbejtung der Tiere 3 Tage lagen, wahrend 
welcher Zeit die Tiere sich schon einigermaBen akkomodieren konnten. 
Die Verschiebung in den Werten des p,, welche eine ausgesprochene ist, 
brachte mich darauf, daB ich meine Untersuchungen mittels artifizieller 
Luftdruckverminderung mit Zuhilfenahme einer pneumatischen Kammer 
fortsetzte. 


Il. Artifizielle Luftdruckverinderung. 


Diese Versuche habe ich mit einer dem Davoser Institut angehorigen, 
zu ‘Tierversuchen eingerichteten pneumatischen Kammer durchgefiilrt, 
in der die Tiere auf die gewiinschte Luftdruckverminderung zu bringen 
waren. Die Zusammenstellung und das Prinzip des Apparates finden wir 
durch Laubender (3) beschrieben, so daB ich an diesem Orte auf eine Be- 
schreibung verzichte. Die Luftverdiinnungen entsprachen, gema8 den an 
den Tieren gefundenen schweren Symptomen, 250 bis 320 mm, bezogen auf 
Davoser Luftdruck. Der absolute Druck unter dem die Tiere sich be- 
fanden, entsprach demnach 380 bis 310mm, welcher 5500 bis 7000 m 
Bergeshéhe entspricht, auf eine solche Weise erzielten wir nun ziemlich 
groBe Niveaudifferenzen. 

Die Tiere hielten sich wenigstens 12 Stunden in der verdiinnten Luft 
auf. Die Kaninchen ertrugen die Luftverdiinnung durchschnittlich gut, 
wenn wir die Luftverdiinnung langsam vollbrachten. Bei einer Verdiin- 
nung von iiber 200 mm konnten wir an jedem Tiere Miidigkeit, Schlafsucht, 
dann eine sich langsam einstellende Dyspnoe beobachten. Nach dem 12- 
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bis 24stiindigen Aufenthalt in verdiinnter Luft haben wir die Tiere nach 
einer langsamen Druckerhéhung aus der Kammer befreit und von ihrer 
schon vorher herauspréparierten V. jugularis sofort Blutproben genommen, 
Bei diesen Versuchen benutzte ich auch ebenso wie bei den vorigen 
die Methode von van Slyke bzw. von Hollé-Weiss. Das Sattigen des Plasmas 
geschah mit einem kontrollierten 6proz. CO,-Gemisch. Auf eine solche 
Weise hoffte ich auch auBer dem Wechsel des py noch das Wechseln des 
CO,-Bindungsvermégens messen zu kénnen, da ich fast ausschlieBlich mit 
gleicher CO,-Tension arbeitete. Die Resultate sind die folgenden: 





Normal Artifizielle Luftverdiinnung 
CO. Grad der COy 
Nr. Pu CO.-Tens. Bindungs- Nr Pu Verdunnung CO,-Tens. Bindungs- 
vermégen mm vermogen 
] 7,24 36,5 28.4 l 7,16 250 36,4 15,9 
2 7,56 36.5 36,1 2 7,46 230 36.8 34,2 
3 7,38 37,4 32,; 3 7,26 230 37,1 17,8 
4 7,46 36.9 30,3 4 735 320 37,2 22.6 
5 7,36 37,2 35,2 5 7,24 270 37,2 30,3 
Mittel 7.40 36.9 32.4 Mittel 7,29 270 36.9 24.0 
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Abb. 2 


Aus der Tabelle ersieht man, dab bei den experimentell erzielten Luft- 
verdiinnungen die Wirkungen, welche bei der geringen natiirlichen Ver- 
diinnung der Luft nur in geringem MaBe zu beobachten waren, hier in 
gesteigertem Grade vorzufinden waren. Der p,-Wert des Blutes zeigt eine 
ausgesprochene Acidosis, und damit vereint sinkt auch das CO,-Bindungs- 
vermégen des Blutes, trotz der fast konstanten Tension des COQ,.  Fiir 
meine Resultate sprechen ebenfalls die in dem Davoser Institut durch 
Laubender (3) durchgefiihrten Versuche, der die Veranderung des Stoff- 
wechsels bei vermindertem Luftdruck untersuchte. 

Nach seinen Ergebnissen steigt die CO,-Produktion in der ersten Stunde 
der Luftverdiinnung um 30 bis 40 Proz. trotz unverainderten Sauerstoff- 
verbrauchs. Er fand den Gesamtstickstoff in jedem Falle um 14 bis 
59 Proz. im Urin erhéht. Interessanterweise steigt der Ammoniakkoeffizient 
trotz der erhéhten Stickstoffabgabe nur am zweiten Tage an. 
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Alle diese Erscheinungen kann man mit der entstandenen Acidosis 
gut erklaren. Als Resultat der verminderten oxydativen Energie der 
Zellen entwickelt sich ein erhéhter Zerfall der EiweiBkérper, welcher als 
Folgen einerseits die Erzeugung von abnormen Saéuren, andererseits eine 
verminderte Produktion an CO, nach sich ziehen wird. Um die entstandenen 
Sauren zu neutralisieren, mobilisiert der Organismus teilweise Ammoniak, 
teilweise aber Alkalimetallionen. Aus den Beobachtungen von Salkowski 
wissen wir, daB der Organismus, um die Aciditaét zu kompensieren, bei 
den Carnivoren hauptsachlich Ammoniak, bei den Herbivoren eher Alkali- 
metalle (Na, K) gebraucht. Die Sauren binden nun auf eine solche Weise 
die zur Bindung der Kohlenséiure gebrauchten Komponenten, sie spiilen 
die CO, quasi aus dem Blute heraus. Damit kann man die Uberproduktion 
an Kohlenséure und die Verminderung des Kohlenséurebindungsvermégens 
erkliaren. Die Vermehrung des Stickstoffs ist eine Folge des gesteigerten 
Zerfalis der Eiwei®stoffe. Dagegen kénnte man die Tatsache, dai der 
Ammoniakkoeffizient sich erst spaéter erhéht, nach meiner Auffassung 
damit erklaren, daB Herbivoren (Laubender arbeitete auch mit diesen) 
in erster Reihe Alkalimetalle zur Kompensierung gebrauchen, und erst 
wenn sie diese Reserve aufgebraucht haben, beginnen sie die Ammoniak- 
kompensation. 

Wir hielten es fiir interessant zu sehen, ob die Kompensation der 
abnormen Séurebildung bei Fleischfressern nicht vollkommener wire, 
da diese Tiere ihren groBen Ammoniakvorrat dazu aufbrauchen kénnen. 
Ich dehnte nun meine Versuche auf Katzen aus, bei denen ich in der obigen 
Weise die gleichen Werte bestimmte. 

Als Vorbemerkung sei hinzugefiigt, daB Katzen die Luftverdiinnung 
viel schlechter ertragen als Kaninchen. Oberhalb einer gewissen Héhe, 
ungefahr 2000 m, bekonamen diese Tiere Krampfe; welche sich wiederholen 
und unter denen sie dann zugrunde gehen. Eben dasselbe konnte ich auch 
bei meinen Versuchen konstatieren, denn bei einer Verminderung des 
Druckes um 150 bis 200 mm wurden die Tiere nach 5 bis 10 Minuten ohne 
eine ausgesprochene Dyspnoe unruhig, und nach einigen weiteren Minuten, 
wenn wir den Druck nicht erhéhten, von starken tonischen Krampfen 
befallen. Bei einem Falle ging das Tier nach 14 Anfallen ein, trotzdem 
keine Spuren von Erstickung zu konstatieren waren. 

Die beobachteten Veranderungen seitens des Blutes waren gegen 
unsere Erwartung. Wir dachten namlich an eine vollkommenere Kom- 
pensation, an eine viel ausgepragtere als bei den Kaninchen. Die Resultate 
sind die hier beigefiigten: 








Normal | Artifizielle Luftverdiinnung 

T l cc Oo. I mR + Cc Bemerkungen 
. CO COs . CO. COw Luft. 
Nr. Pu | Tens. Bindung | Nr. Pu Tens. | Bind ng Vv dit ry 

| 
1 | 7,67 375 400 1 (7,14 37,4 220 150 Ruhig 
2 760 382) 440 2 735 380 322 170 Krampfe 
3 7,50 37.7 | 406 3 727 373) 303 150 Ruhig 
4 758 375! 428 4 |731 |) 37,7 | 27,7 200 Unruhig 
5 7,62 378 450 5 720 375 330 170 4 

Mittel 7,59! 37.7 | 42.4 | Mittel 7.25! 375 29.0 168 
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Wie wir sehen, sind die Verschiebungen bei den Katzen trotz unserer 
Erwartung viel gréBer als bei den untersuchten Herbivoren. Wir schlieBen 
zur Erklarung dieser eigentiimlichen Erscheinung darauf, da8 diese Tiere 
zur Kompensierung der Acidosis in erster Reihe ihr Ammoniak verbrauchen 
und danach ihre Alkalimetallreserve nicht mobilisieren kénnen bzw., da 
sie nur eine sehr kleine Ionenreserve besitzen, miissen sie, um die Kompen- 
sation aufrecht zu erhalten, ihre Zellen angreifen und Alkaliionen frei 
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Abb. 3. 


machen. DaB diese Auffassung die richtige ist, darauf deuten jene Krampfe, 
welche nach dem Auftreten der Acidosis bei diesen Tieren sich einstellen. 
Es scheint, da8 die Produktion von Ammoniak nicht parallel mit dem 
Verlauf der Acidosis ist. Diese meine Beobachtungen, da®8 die Katzen 
viel weniger Resistenz gegen eine Acidosis besitzen, bestarken die vor 
Jahren gemachten ahnlichen Beobachtungen von Szili (4), wonach gegen 
eine intravenése Saéurezufuhr die Carnivoren viel weniger resistent waren 
als die Herbivoren. 


Der Grund jener Erscheinungen ist bisher noch nicht aufgeklart, 
und es sind im Davoser Forschungsinstitut diesbeziigliche Arbeiten im 
Gange. Durch meine Arbeiten ist bewiesen, daB sowohl bei den herbivoren 
Tieren wie bei den carnivoren Katzen durch die Verminderung der 
O,-Tension eine primire Acidosis entsteht. 


Zusammenfassung. 


1. Sowohl die natiirlichen wie die artifiziellen Luftverdiinnungen 
fiihren infolge Mangel an O, zur Acidosis der Organe. 
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2. Die GréBe dieser Acidosis ist mit der Verschebung der py des 
Blutes und mit der Verminderung des CO,-Bindungsvermigens zu 
messen. 

3. Die carnivoren Katzen kompensieren diese Acidosis schwerer 
als die herbivoren Kaninchen. 
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Uber die Wirkung der verschieden konzentrierten Kationen- 
lésungen auf die osmotische Resistenz der roten Blutkérperchen. 


Von 
Alexander Simon. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Pazmany-Péter-Universitat zu 
Budapest.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1926.) 


Die Wirkung der verschiedenen Konzentrationen desselben Kations 
auf die osmotische Resistenz der roten Blutkérperchen fand bei den 
Forschern bisher nur wenig Beachtung. Es ist schon lange bekannt, 
daB CaCl, in niedriger Konzentration resistenzerhéhend wirkt und in 
héherer dig Resistenz herabsetzt, auch kennen wir die Veranderungen, 
die das Blutkérperchen durch verschieden konzentrierte Sublimat- 
lésungen erleidet [Bechhold (1)]. Weiter ist von As(2) und Pb (3) 
bewiesen, daB sie, in minimalen Mengen der Blutkérperchenemulsion 
zugefiigt, diese gegen Himolyse schiitzen. Endlich fand Watermann (4), 
da8 Cd und Cu in gewissen Mengen die Atherhimolyse verhindern. 
Er glaubt, daB diese Erscheinung auch bei der Hypotoniehimolyse 
giiltig sei, scheint aber in dieser Hinsicht keine ausfiihrlichen Versuche 
vorgenommen zu haben. 

Als es mir voriges Jahr zu beweisen gelungen war, dab das Wismut 
in der Form ,,Bismoluol (Dikaliumwismuttartrat) in sehr grober 
Verdiinnung (1 : 2500 bis 1 : 20000) resistenzerhéhend wirkt, in kleineren 
Verdiinnungen die Resistenz herabsetzt und sogar Hamolyse hervor- 
ruft (5), ebenso wie dies bei CaCl, der Fall ist, fabte ich den Entschlub,, 
eine bisher fehlende systematische Untersuchung der Wirkung der 
verschieden konzentrierten Kationenlésungen vorzunehmen, in der 
Hoffnung, einer GesetzmaBigkeit zu begegnen. 

Die Methode, welcher wir uns in diesen Versuchen bedienten, war 


kurz die folgende. 
Um der Anionenwirkung vorzubeugen, gebrauchten wir zu den Ver- 
suchen immer nur Chloride. Das Salz wurde in physiologischer Na Cl- 
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Lisung gelést, die verschiedenen Konzentrationen wurden durch Ver- 
diinnung mit physiologischer NaCl-Lésung hergestellt. Gleich groBe 
Reagenzréhrchen wurden mit 2 ccm der Lésung beschickt, dann wurde 
zu einem jeden 0,35 ccm defibriniertes Menschenblut gegeben und ein 
paarmal gelinde geschiittelt. Ein Réhrchen diente zur Kontrolle; 
dieses wurde nur mit 2 ccm physiologischer NaCl-Lésung und 0,35 cem 
Blut versetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit, welche bei den Alkali- 
und Erdalkalisalzen gewéhnlich eine halbe Stunde, bei den Schwer- 
metallsalzen meistens nur 12 Stunden betrug, wurden die Réhrchen 
stark abzentrifugiert und die oben stehende Lésung méglichst ganz 
abpipettiert. Die Priifung der Resistenz der so behandelten Blut- 
kérperchen geschah folgendermaBen: Aus jedem Reagenzréhrchen 
wurde je ein Bluttropfen mit Hilfe einer Mikropipette in je vier kleine, 
gleich groBe Reagenzréhrchen gesetzt (bei den sehr hypertonischen 
Lésungen geht dies zuweilen schwer, aber doch geniigend genau), 
worin sich leem hypotonischer NaCl-Lésung befand. Das erste enthielt 
| cem 0,50proz., das zweite 1 ccm 0,45proz., das dritte 1 cem 0,40proz. 
und das letzte 1 cem 0,35 proz. NaCl-Lésung. Es wurde kurz geschiittelt. 
Nach ungefahr 15 Minuten wurde abzentrifugiert und der so hervor- 
gerufene Grad der Himolyse kolorimetrisch in Prozenten bestimmt. Die 
Bestimmung geschah nach Arrhenius und Madsen. Drei Blutstropfen aus 
dem Kontrollréhrchen wurden in 3ccm destillierten Wassers gelést 
und so eine 100proz. Hiimolyse hervorgerufen. Aus dieser Lésung 
wurden dann durch Verdiinnung auf je lecm, Lésungen in gleich 
groBen Reagenzréhrchen hergestellt, in welchen so 80-, 70-, 50-, 40-, 
30-, 20- und 10proz. Hiamolyse entstand. Mit diesen Réhrchen wurden 
die hypotonische NaCl-Lésung enthaltenden Eprouvetten verglichen 
und so der Grad der Himolyse bestimmt. Unterschiede bis zu 5 Proz. 
konnte man sehr gut interpolierend schiatzen. 

Als prinzipiellen Fehler dieser Methode kénnte man uns vielleicht 
vorwerfen, daB, da wir die Salze in physiologischer NaCl-Lésung gelist 
haben, es sich hier in der Tat immer um die Wirkung zweier Kationen 
handelt. Wir muBten dies aber tun, denn wir gebrauchten zuweilen 
sehr geringe Konzentrationen der betreffenden Salze, so da mit 
Lésungen dieser Salze allein iberhaupt nicht gearbeitet werden kénnte ; 
zweitens ist die physiologische NaCl-Lésung noch immer jene, die die 
kleinste Veranderung in den Blutkérperchen verursacht. [Hamburger (6) 
empfiehlt statt NaCl-Lésung isotonische Na,SO,-Lésung, da diese 
aber mit den Erdalkalisalzen eine Fallung gibt, war sie fiir unsere 
Zwecke unbrauchbar.] Rohrzucker und andere Nichtleiter, woran 
man noch denken kénnte, sind mehr schadlich fiir die Blut- 
kérperchen [Héber, Memmesheimer (7)| als NaCl, was auch wir 
bestitigen kénnen. 
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Eine antagonistische Wirkung zwischen Na’ und K , dann zwischen 
Na’ und Ca’, war bei diesen Versuchen nicht auffallend. 

Wir untersuchten zuniachst die Wirkung der Alkali- und Erdalkali- 
chloride. Es wurde mit LiCl, KCl, NaCl, (NH,)Cl und mit CaC),, 
MgCl, gearbeitet. Als Ergebnis dieser Versuche konnten wir fest- 
stellen, daB die genannten Salze, mit Ausnahme von (NH,)CI, ebenso 
auf die roten Blutkérperchen wirken, wie wir dies damals von Wismut 
erfuhren (5). Nimlich: sie rufen in gewissen Konzentrationen Himolyse 
hervor, dann zeigt sich bei stufenweise geminderter Konzentration 
keine Himolyse, sondern Resistenzerniedrigung, welche plétzlich in 
eine Resistenzerhéhung tibergeht, und am Ende, bei ganz geringer 
Konzentration, iiben die genannten Salze keine Wirkung auf die 
Resistenz aus. 

Wie erwihnt, konnten wir die genannten Verinderungen mit 
(N H,)Cl nicht hervorrufen ; hier zeigte sich nur Hamolyse und Resistenz- 
erniedrigung. Da aber dieses Salz, wie vielfach angenommen, leicht in 
das Innere der Blutkérperchen eindringt, wie die anderen es nicht 
tun kénnen, ist diese Abweichung nicht tiberraschend, sondern eher 
erwartet. 

Zur naheren Illustrierung unserer Ergebnisse sollen aus den vielen 
Versuchen die folgenden Tabellen dienen. 


Tabelle 1. 
LiCl. 
Inkubatonszeit: 4, Stunde. Es zeigt sich Hamolyse in den 3, 1,5, 0,75 mol. 


Lésungen enthaltenden Réhrchen. Die Resistenz dieser Réhrchen bezieht 
sich auf die iibriggebliebenen Blutkérperchen. 





Pros, | Kontrol | Smol.| rot | ok oma mk mk tk. | mel 
0,50 0 100 100 30 0 0 0 0 0 
0,45 10 100 100 30 0 5 10 10 10 
0,40 100 100 100 30 30 70 80 80 85 
0,35 100 100 100 75 100 100 100 100 100 
Tabelle 11. 
KCl. 


Inkubationszeit: 4, Stunde. Es zeigt sich Hamolyse in den 3, 1,5, 0,75 mol. 
Lésungen enthaltenden Réhrchen. Die Resistenz dieser Réhrchen bezieht 
sich auf die iibriggebliebenen Blutkérperchen. 





Nei Kontrolle 3 mol. 


1,5« 0,75« 1/gs 1) gs laos Voge Ugg 
Proz. mol. mol. mol. mol, mo mol. 


mol. 


100 100 40 20 | 9 0 0 0 


0,50 
100 =—:100 50 25 10 = Spuren 10, 2 


0,45 


0 
20 
0,40 85 100 =: 100 80 50 | 30 70 | 7 85 
0,35 100 


100 )6=— 100 (100,—s*d100's*d2s—s—iéi2—=iéi200——s«*1000 








n 


it 


Lésungen enthaltenden Réhrchen. 
sich auf die iibriggebliebenen Blutkérperchen. 


Tabelle III. 


Inkubationszeit: 4, Stunde. Es zeigt sich Hamolyse in den 3, 1,5, 0,75 mol. 


NaCl. 
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Die Resistenz dieser Réhrchen bezieht 








NaCl 1,5« 0,75+ I/as lige 1 , lage 
Pros. 3mol. nol mol. mol mol. mol. mol, 
0,50 100 100 80 25 0 0 0 
0,45 100 100 80 35 5 ny 25 
040 100 100 85 40 50 30 85 
0.35 100 100 100 35 100 100 100 
Tabelle 1V. (NH,)CI. 
Inkubationszeit: 4, Stunde. Hamolyse 0. 
NaCl l/s ligs ies Liogs s* 1/99 
Proz mol mol. mol. mol. mol. mol 
0,50 100 100 80 30 Spuren 0 
045 100 100 100 70 10 5 
0,40 100 100 100 85 85 80 
0,35 100 100 100 100 100 100 
Tabelle V. CaCl, + 6H,O. 
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Die Resistenz dieser Réhrchen bezieht sich auf 
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NaCl 
Proz. 


0,50 
0,45 
0,40 
0,35 


Inkubationszeit : 
Lésungen. 
enthaltenden Réhrchen. 


2,25« 1,12. 
mol. mol. 
100 100 
100 100 
100 100 
100 100 
Tabelle VI. 
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Wenn wir die Wirkung von (NH,)Cl vernachlassigen, ergibt sich aus 
den Tabellen und unseren anderen Versuchen, daB die resistenzsteigernde 
Wirkung der Salze ungefahr bei '/,, bis '/, mol. beginnt und in verschiedener 
Konzentrationsbreite andauert, weiter daB, wenn die Konzentration noch 
weiter gesteigert wird, wir bei manchen Salzen Resistenzerhéhung und -er- 
niedrigung zugleich bekommen, was zweifelsohne auf der verschiedenen 
. Sensibilitaét’’ der einzelnen Erythrocyten beruht. Endlich bei noch 
gréBeren Konzentrationen gelangen wir zur allgemeinen Resistenz- 
erniedrigung allein oder mit Hamolyse kombiniert, welch letztere immer 
mehr zunimmt. 

Unser zweites Augenmerk richtete sich darauf, ob sich in der Wirkungs- 
stairke der einzelnen Kationen eine RegelmaéBigkeit kundgibt; naher be- 
stimmt, ob es bei dieser Wirkung der Kationen, ebenso wie bei der Hypo- 
toniehamolyse und fiir die Anionen auch bei der Hypertoniehaimolyse, 
schon bewiesen ist (8) (9), daB die Hofmeistersche Reihe giiltig ist. 

Fiir diesen Zweck geben wir die nachstehende Zusammenstellung aus 
unseren Versuchen, welche jene Konzentrationen angibt, wo die Resistenz- 
erniedrigung der verschiedenen Menschenblutproben in 0,50proz. NaC'- 


Lésung aufhért. 
Tabelle VII. 





Licl KCl NaCl MgCl, CaCl, 
mol. mol. mol. mol, mol. 
1 1 1 1 1 
3 6 6 8 32 
1 1 1 1 1 
4 6 6 8 32 
i 1 | 1 1 
3 6 6 8 St 
1 1 1 1 : 
6 6 6 s 32 
1 i 
3 6 
1 1 
12 6 


Nach der Tabelle VII hért die Resistenzerniedrigung in den grébten 
Konzentrationen bei LiCl] auf. Bei KCl, NaCl und MgCl, sind diese Kon- 
zentrationen kleiner, aber untereinander ungefahr gleich, und noch geringere 
Konzentrationen fanden wir im Falle der Ca-Wirkung. 

Die gleiche Reihenfolge beobachteten wir auch fiir die Resistenz- 
steigerung. Es zeigt sich also eine Resistenzerhéhung in den kleinsten 
Konzentrationen erst bei CaCl,, in den gréBten bei LiCl. Bei KCI, NaCl 
und MgCl, beginnt diese Wirkung zwischen diesen zwei Extremen. 

Uber den Einflu8 der Kationen bei der Fallung hydrophiler Kolloide 
sagt Hdber in seinem bekannten Werke (10) folgendes: ,,Die einzelnen 
Kationen unterschieden sich in ihrer Fallungskraft nicht sehr erheblich 
voneinander (Hofmeister, Pauli). Nach meinen Untersuchungen werden 
HiihnereiweiB, Serumalbumin und Lecithin durch Chloride etwa in der 
Reihenfolge Li, Cs, Na, Rb, K beeinfluBt. Die Erdalkalikationen wirken 
im allgemeinen stérker als die Alkalikationen; nur Mg kommt ungefahr 
den Alkalien an Wirkung gleich.‘ 

Diese Beobachtungen beriicksichtigend, glauben wir feststellen zu 
kénnen, daB unsere Ergebnisse betreffend die Wirkung der genannten 
Salze auf die Blutkérperchenresistenz im groBen und ganzen mit den 
Hoberschen Versuchen gut im Einklang stehen. 


Die letzte Reihe unserer Untersuchungen bildete die Erforschung der 
Wirkung einzelner Schwermetallsalze. Wie am Anfang der Arbeit erwahnt, 
ist von As und Pb die resistenzsteigernde Wirkung bewiesen worden, auch 
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ist bekannt, daB CuCl, und CdCl, die Blutkérperchen in den Konzen- 
trationen ! /s99 bis */999) gegen Atherhamolyse schiitzen. Endlich bildete 
den Ausgangspunkt der ganzen Untersuchung die von mir festgestellte 
und von der Konzentration abhiaingende interessante Wirkung des 
Wismuts (5). 

In diesen Versuchen untersuchten wir zunachst das von Cu und Cd fest- 
gestellte erwihnte Ergebnis. Wie aus der Tabelle VIII zu ersehen ist, 
schiitzt CuCl, und CdCl, in gewissen sehr kleinen Konzentrationen die 
Blutkérperchen auch gegen die Hypotoniehimelyse. In gréBeren Mengen 
wirken sie ebenso wie’ Wismut und die Alkali- und Erdalkalikationen 
resistenzerniedrigend, zuletzt fallen sie die Blutkérperchen als eine ge- 
dunsene deformierte Masse ab. 


Tabelle V1I1l. 
CdCl, + 2 H,O. 
Inkubationszeit: 13 Stunden. In den ! 4 - bis '/49, mol. Lésungen ent- 
haltenden Réhrchen gedunsene, deformierte Masse. 





NaCl , "300° "loo" ‘i200 "leaou" 1 g8q0* "/ge00* B20" 
Proz. Kontrolle sok mol. mel. mal. ae ' mol. mal 
0.50 0 Ge- Ge- 40 15 0 0 0 
0,45 25 dun- dun- 40 40 10 20 20 
0.40 85 sene sene 85 85 50 85 85 
0,35 100 Masse Masse 85 35 85 95 100 


Die resistenzsteigernde Wirkung des CuCl, sieht man sehr schon 


aus der 


Tabelle 1X. 
CuCl, + 2 H,O. 
Inkubationszeit: 12 Stunden. 





3h Kontrolle '/ 399 mol. 1 cog mol 1 be09mol. 'ogoo mol 1 geu9 mol 
0,50 0 0 0 0 0 0 
0,45 25 25 10 10 25 2 
0,40 85 80 60 85 85 85 
0,35 100 85 80 90 100 100 


Endlich haben wir mit FeCl, 6 H,O Versuche angestellt und, wie 
ersichtlich, auch hier das friiher Mitgeteilte gefunden. 


Tabelle X. 
FeCl, + 6 H,O. 


Inkubationszeit: 13 Stunden. 





“i Kontrolle 1/192 mol. Vox4 mol. ‘ses mol. 1/ +539 mol 1 s07g mol 
0,50 0 40 30 20 10 15 
0,45 25 50 50 5O 10 30 
0,40 85 90 100 100 30 100 
0,35 100 90 100 100 35 100 
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Interessant sind die kleinen Konzentrationen, in welchen sich im 
Gegensatz zu den Alkali- und Erdalkalisalzen die Resistenzsteigerung zeigt. 
Zusammentfassend kénnen wir sagen, daB diese Wirkung bei den erwahnten 
Schwermetallsalzen in */g9 bis */o999 mol. Konzentration zu finden ist. 

In den letztgenannten Versuchen gebrauchten wir meistens eine 12- 
bis 14stiindige Inkubationszeit. Der Grund hierfiir war, daB, da eine Re 
sistenzerhéhung durch FeCl,, CuCl,, CdCl, in einer halben und in einer 
Stunde nicht in jedem Falle zum Vorschein kam, wir annahmen, daB die 
einstiindige Inkubationszeit zu kurz sei. Dies war aber nicht der Fall, 
denn auch bei 14stiindiger Inkubation fanden wir nicht immer Resistenz- 
steigerung. Die Ursache dieser Erscheinung kénnen wir nicht sicher an- 
geben; es kann aber méglich sein, daB, da die Resistenzsteigerung durch 
die Schwermetallsalze vielmals nur in einer kleinen Konzentrationsbreite 
zum Vorschein kam und da zwischen jenen Konzentrationen, deren 
Wirkung wir untersuchten, ziemlich groBe Intervalle waren, die resistenz- 
steigernde Wirkung in dieses nicht versuchte, tiberspringende Konzen- 
trationsgebiet fiel. 

Die resistenzsteigernde Wirkung der Schwermetallsalze ist also trotz 
der minimalen Konzentrationen auch nach 12 bis 14 Stunden kraftig. 
Wir veranstalteten Versuche, zu priifen, wie es mit den Alkali- und Erd- 
alkalisalzen nach so langer Inkubationszeit steht. 


Tabelle XI. 
KCl. 


Inkubationszeit: 12 Stunden. 





NaCl 





Kontrolle 1/5 mol. 1/, mol. 1/,2mol. "lg, mol 1/44 mol. 

Proz. 

0,50 0 20 15 Spuren 0 0 
0,45 2 CO 45 45 35 20 30 
»40 100 90 100 35 35 35 
0,35 100 100 100 100 100 100 

Tabelle X11. 
CaCl, + 6H,O. 
Inkubationszeit: 12 Stunden. 

NaCl Kontrolle 1\, mol. 1/, mol. '/¢ mol */39 mol. 
Proz. 

0,50 Spuren 60 50 20 20 
0,45 20 70 55 30 20 
0,40 80 80 80 70 70 
0,35 100 80 85 85 95 


Bei den Alkalikationen fanden wir, daB die Resistenzsteigerung nach 
12 Stunden aufhért und in eine mit der Konzentration abnehmende Re- 
sistenzerniedrigung umschlagt; die resistenzsteigernde Wirkung des CaCl, 
ist noch in der zwélften Stunde vorhanden, aber nicht so stark wie nach 
einer halben Stunde, und bei vielen Blutkérperchen zeigt sich schon Re- 
sistenzerniedrigung. 





m 
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Unsere ganze Arbeit zusammenfassend glauben wir annehmen zu 
kénnen, daB wir bei der Wirkung der verschieden konzentrierten Kat- 
ionenlisungen auf die Resistenz der roten Blutkérperchen einer allgemeinen 
Regelmapigkeit gegeniiber stehen. Es gibt ja Ausnahmen von dieser Regel, 
wie dies bei (NH,)Cl und vielleicht bei HgCl, (nach Bechhold) der 
Fall ist, aber im groBen und ganzen iiben die anorganischen Kationen 
eine resistenzsteigernde bz. eine resistenzerniedrigende Wirkung aus, 
und zwar nur von dér Konzentration abhdngend. Schwermetallsalze 
erhéhen die Resistenz in !/gy9- bis 1/y9999 mol. Konzentration, Alkali- 
und Erdalkalisalze in 1/,- bis 1/4, mol. Konzentration. 

Die Giiltigkeit einer Reihe, die von der Hofmeisterschen nicht sehr 
abweicht, ferner die Wirksamkeit der sehr geringen Schwermetallsalz- 
konzentrationen gegeniiber der viel gréBeren der Alkali- und Erdalkali- 
salze beweisen, da unsere Ergebnisse die Folgen der Anderungen der 
Blutkérperchenkolloide sind. 

Wollen wir aber naher diese Anderungen erkennen, so miissen wir 
zuerst Niheres von unserer Auffassung iiber die Blutkérperchen be- 
richten. 

Auch nach unserer Meinung haben die Blutkérperchen eine Mem- 
bran. Den exakten Beweis dafiir lieferte Hge (11) [s. auch R. Mond (15), 
dem in sehr schénen Untersuchungen unter anderem die Bestitigung 
des vant’ Hojf{-Boyle-Mariotteschen Gesetzes fiir die Volumeninde- 
rungen der Blutkérperchen infolge des osmotischen ruckes gelungen 
ist. Auch in morphologischer Hinsicht spricht die Arbeit Lepeschins- 
kajas (12) dafiir, daB die Annahme eines Blutkérperchenhiutchens 
doch nicht eine den Tatsachen widersprechende war. Sie konnte zeigen, 
daB die Membran sich anders firbt als das Plasma des Blutkérperchens. 
Und da sie, mit verschiedenen Fixatoren arbeitend, immer eindeutige 
Ergebnisse erreichte, glauben wir, daB ihre Membran kein Artefaktum ist. 


Den Verteidigern der reinen Adsorptionstheorie bleibt noch die 
Tatsache der reversiblen Himolyse (13) als groBe Stiitze tibrig. Nach 
unserer Meinung aber kann auch diese Erscheinung mit der Annahme 
einer Membran erklart werden. 


Der Einfachheit halber beschaftigen wir uns hier mit der reversiblen 
Hamolyse, verursacht durch Hypotonie. (Fiir die anderen Fille der 
reversiblen Himolyse ist die Erklarung auch nicht schwer.) Unsere 
Erklarung beruht auf der Annahme, daB 1. im Innern des Blutkérper- 
chens das Hamoglobin nicht gelést, sondern in adsorbiertem Zustande 
sich befindet, welche Auffassung unter anderem von Liebermann (14) 
und in der neuesten Zeit von R. Mond (15) behauptet worden ist, 
2. die Blutkérperchenmembran fiir geléstes Hamoglobin in gewissen 
Zustanden durchgangig ist. 
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Ruft man nun langsam Hypotonie hervor, dann wascht das in 
das Innere des Blutkérperchens hineingedrungene H,O das Hamo- 
globin aus seiner Adsorption, und da die Membran infolge der Hypotonie 
Verinderungen erleidet, wozu unter anderen die Untersuchungen von 
Kenzo Hattori (16) wnd Neuschloss (17) sprechen, kann das geliiste 
Hamoglobin die Membran passieren und so die geringe osmotische 
Kraft der auBeren Fliissigkeit vermehren. Nach dieser Auffassung 
sprengt es also die Membran bei langsamer Hypotoniehimolyse nicht, 
sondern er erfolgt eine Diffusion des Hamoglobins. 

Gibt man nun NaCl zu der fiuBeren Fliissigkeit, dann diffundiert, 
da NaCl nicht in das Innere dringen kann und so osmotisches Uber- 
gewicht in der auBeren Fliissigkeit herrscht, um das Gleichgewicht 
herzustellen, H,O aus dem Blutkérperchen heraus, das Himoglobin 
diffundiert hinein, und es wird wieder adsorbiert, und letztens wird auch 
der normale Zustand der Membran so weit wie méglich hergestellt. 

Die einzige Achillesferse dieses Erklairungsversuchs ist die Be- 
rechtigung der Vorstellung, daf das Blutkérperchenhautchen durch- 
lissig ist, wenn auch nicht immer fiir das groBe Himoglobinmolekiil, 
da selbst Kristalloide nicht in das Blutkérperchen dringen kénnen. 
Aber die Membran verhalt sich auch gegen Kristalloide nicht in einfach 
erklarlicher Weise. Nach R. Ege (16) ist die Diffusionsgeschwindigkeit 
der permeierenden Anionen nicht immer proportional mit der Ionenzahl 
der betreffenden Anionen, hat Br (80. lonenzahl) eine gréBere Per- 
meabilitatsgeschwindigkeit als NO, (62. lonenzahl), und Li (4. Ionen- 
zahl) vermag tiberhaupt nicht das Blutkérperchenhautchen zu durch- 
dringen, wiihrend Anionen, wie Cl, SO,, HPO,, die eine viel gréBere 
lonenzahl| besitzen, dazu imstande sind. 

Angenommen, die Existenz einer Membran tibe ihre Wirkung der 
verschieden konzentrierten Kationlésungen aller Wahrscheinlichkeit 
nach auf die Membrankolloide aus. Die Resistenzsteigerung und Er- 
niedrigung sind daher Folgen der Anderungen der Membransubstanzen. 
Die Resistenzsteigerung durch Salzlésungen wire also so zu deuten, 
daB infolge der Anderung der Membrankolloide das geléste Hamoglobin 
schwerer die Membran durchdringen kann ; bei der Resistenzerniedrigung 
wiirden natiirlich die entgegengesetzten Verhaltnisse ihre Geltung haben. 

Da nach Neuschloss (17) KCl, NaCl, CaCl,, MgCl, bei steigender 
Konzenctration bis zu 4/,, bis '/gmol. — wo es seine Maximalwirkung 
erreicht — die Oberflachenspannung des Lecithinsols erhéhen, ent- 
spricht wahrscheinlich die Resistenzsteigerung der Blutkérperchen 
dieser maximalen Oberflichenspannungserhéhung. In gréBeren Kon- 
zentrationen vermindert sich nach Neuschloss die erreichte Oberflachen- 
spannung, ohne zur normalen wieder zuriickzukehren, so daB die 
Resistenzerniedrigung nicht einfach mit der einfachen Riickkehr dieser 
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Erscheinung erklart werden kann; es miissen auch weitgehendere 
Anderungen der Membransubstanzen entstehen als eine Vermehrung des 
Dispersitatsgrades des Membranlecithins, wie Neuschloss hehauptet. 


Zusammenfassung. 


1. Da nach meinen Ergebnissen KCl, NaCl, LiCl, MgCl, CaCl, 
CdCl,, CuCl,, FeCl, und Bismoluol (Dikaliamwismuttartrat) von der 
Konzentration abhangend auf die osmotische Resistenz der roten Blut- 
kérperchen in vitro erhéhend bzw. vermindernd wirken, glaube ich 
in dieser Wirkung einer auf die Mehrheit der Alkali-, Erdalkali- und 
Schwermetallkationlésungen  giiltigen GesetzmaBigkeit gegeniiber- 
zustehen. 

2. Die Wirkung der Alkali- und Erdalkalikationen auf die Resistenz 
der roten Blutkérperchen entspricht der folgenden Reihe: Li < Na, 
Ka < Mg” < Ca”. 

3. Auf Grund der Existenz einer Blutkérperchenmembran_ ist 
ein Erklarungsversuch der reversiblen Himolyse und der experimen- 
tellen Ergebnisse der Abhandlung gegeben. 
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Uber die enzymatische Abspaltung von Rohrzucker aus Salzen 
der Saccharose-phosphorsaure. 


Von 
Carl Neuberg und Martin Behrens. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Zwischen der Konstruktion der Saccharose-phosphorsdure (1), deren 
Synthese’) vor 16 Jahren beschrieben worden ist, und dem Bau der 
Raffinose (Il) sind gewisse Analogien vorhanden: 


I. Fructose-Glucose-Galaktose. 
II. Fructose-Glucose-Phosphorsaure. 


Damit im Einklange steht, daB in bezug auf beide Verbindungen 
bestimmte Ahnlichkeiten auch in der Angreifbarkeit durch hydro- 
lysierende Agenzien — von rein chemischer Wirkungsweise wie von 
biologischer Natur — zutage treten. Durch starke Mineralsiuren 
werden beide Substanzen in ihre drei Komponenten zerlegt. Schwache, 
insbesondere organische Sauren erméglichen eine partielle Hydrolyse 
bei der aus der Raffinose Fruchtzucker nebst Glucose-Galaktose, das ist 
Melibiose, hervorgehen®) und bei der aus den Saccharo-phosphaten 
Fructose sowie Glucose-phosphorsiure entstehen®). 

Eigenartig gestaltet sich der EinfluB der Enzyme. Seit langem ist 
bekannt, daB ein wisseriger Auszug von obergarigen Hefen die Raffinose 
teilweise spaltet und zur Bildung von Fructose und Melibiose AnlaB 
gibt. Diese Reaktion ist schon von C. Scheibler und H. Mittelmeier*) 
auf das Invertin bezogen und in neuerer Zeit von R. Willstdtter und 


1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515; 26, 521, 1910. 

2) C. Scheibler und H. Mittelmeier, Ber. 22, 1678, 1889; A. Bau, 
Chem. Zeitung 26, 69, 1902. 

3) J. Hatano, diese Zeitschr. 159, 175; S.Sabetay und L. Rosenfeld, 
ebendaselbst 162, 469, 1925. 

4) C. Scheibler und H. Mittelmeier, Ber. 22, 3118, 1889; D. Loiseau, 
Chem. Centralbl. 1897, IT, 520; 1908, I1, 1243; H. E. Armstrong und W. H. 
Glover, ebendaselbst 1908, LI, 1254; E. Bourquelot und M. Bridel, eben- 
daselbst 1911, I, 1816; C. S. Hudson und T.S. Harding, ebendaselbst 1916, 
I, 605. 
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R. Kuhn') sowie R. Kuhn®) in physikalisch-chemischer, namentlich 
in kinetischer Hinsicht naher erforscht mit dem Resultat, daB die 
Raffinose durch das gleiche Invertin wie Rohrzucker angegriffen wird. 

Wihrend die Saure-hydrolyse keinen Anhaltspunkt dafiir ge- 
wahren konnte, wie die Fructose sich dem Melibioserest einfiigt, ergab 
die rein chemisch bisher nicht erreichte, aber enzymatisch durch- 
gefiihrte Spaltung der Raffinose in Rohrzucker und Galaktose die 
Grundlage fiir die Auffassung der Raffinose als Galaktose-ather der 
Saccharose. Diese von C. Neuberg*) aufgefundene fermentative Hydro- 
lyse der Raffinose zu Rohrzucker und Galaktose wurde von H. Prings- 
heim und G. Zemplén*) bestitigt fiir die Auswirkung einiger Invertase 
nicht fiihrender Schimmelpilze und auBerdem von R. Willstdtter und 
W.Csdny 5); sie haben die Beziehungen und Abweichungen zwischen 
Galakto-raffinase und den gew6hnlichen $-Glucosidasen des ,,Emulsins“ 
kinetisch festgelegt und fiir weitgehend gereinigte Priiparate die 
bereits von Neuberg (|. c.) beobachtete langsame Ablésung des Galaktose- 
restes dargetan. 

Analog zur erwahnten invertatischen Spaltung der Raffinose labt 
sich nun nach C. Neuberg und S. Sabetay*) die invertatische Hydrolyse 
der Rohrzucker-phosphorsiure mittels Hefen-invertase bewerkstelligen, 
die den beiden genannten Autoren Fructose und Glucose-phosphor- 
saure lieferte. Dieses Ergebnis haben jiingst R. Kuhn und H. Miinch’) 
bestatigt, indem auch sie durch Fructo-saccharase der Hefe eine 
Abspaltung der Livulose aus Saccharo-phosphat ohne Ablésung von 
Phosphorsiure erzielen konnten; denn wie bereits Neuberg und 
Sabetay (|. c.) nachgewiesen haben, schlieBt das nach R. Willstdtter und 
F. Racke®) aus Hefe bereitete Invertin im Gegersatz zur saccharase- 
haltigen®) ,,Takadiastase“™®) keine aktive Phosphatase ein. 

Die Analogie in der Angreifbarkeit durch Enzyme offenbart sich, 
wie wir zeigen werden, nun noch schirfer durch den fermentativen 
Abbau der Rohrzucker-phosphorstiure zu Saccharose und anorganischem 


1) R. Willstdtter und R. Kuhn, H. 115, 183, 1921. 

*) R. Kuhn, H. 125, 71, 1923. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 3, 519, 1907. 

*) H. Pringsheim und G. Zemplén, H. 62, 374, 1909; vgl. Ch. Lejebvre, 
Chem. Centralbl. 1908, I, 396; EZ. Bourquelot und M. Bridel, ebendase|!bst 
1909, II, 1497; H.J.Waterman, ebendaselbst 1914, I, 485. 

5) R. Willstdtter und W.Csdny, H. 117, 174 u. 196, 1921. 

*) C. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 162, 479, 1925. 

7) R. Kuhn und H. Miinch, H. 150, 232, 1925. 

8) R. Willstdtter und F. Racke, Ann. 425, 53, 1921. 

%) G. Bertrand und Rosenblatt, C. r. 156, 261, 1913. 

10) S. Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 184 u. 187, 1923; J. Noguchi, 
ebendaselbst 148. 190, 1923; 147, 255, 1924. 
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Phosphat. Um diese bisher unbekannte Reaktion durchfiihren zu 
kénnen, bedurften wir eines Agens, das gewissermaBen dem ,,Emulsin“ 
gleichen muBte. Wie dieses frei von Invertase ist, aber die in Ather- 
bindung festgehaltene dritte Komponente Galactose aus Raffinose 
abzulésen vermag, so muBte das anzuwendende Fermentmaterial keine 
Invertase, sondern nur eine auf rohrzucker-phosphorsaure Salze ein- 
gestellte Phosphatase enthalten. Vor Jahren haben K. Djenab und 
C. Neuberg gefunden, daB bei Einwirkung der rohen Hefenphosphatase, 
die betrachtliche Abspaltung von Phosphorsiure aus Saccharo-phosphat 
zuwege bringt, der Ubergriff auf die Rohrazuckerkomponente nicht 
zu vermeiden ist, indem Rohrzuckerspaltung zusammen mit der Ester- 
hydrolyse vor sich geht*). 

Das geeignete Fermentmaterial bezogen wir aus dem Tierreich*). 
M. Tomita*) hat im hiesigen Institut gezeigt, daB die verschiedenen 
animalischen Gewebe, vornehmlich Niere und Muskel, Saccharo- 
phosphate unter Absprengung von Phosphorsiure zerlegen. Da _be- 
kanntlich normalerweise — auber im Darm 4) Invertin nicht im 
Koérper der héheren Tiere5) auftritt (Claude Bernard, E. Fischer und 
W. Niebel, H.v. Euler, O. Svanberg und K. Myrbdck), so konnten wir 
mit Hilfe der Nieren-phosphatase die Lésung der gestellten Aufgabe 
erreichen. Wir verwendeten fiir die Versuche sowohl Brei als auch 
Saft von Pferdenieren, in dem geniigend Phosphatase gelést ist. Bei 
langerer Digestion von rohrzucker-phosphorsaurem Natrium oder 
rohrzucker-phosphorsaurem Calcium mit Nierenferment wird in erheb- 
lichem AusmaBe Phosphorsaure in Freiheit gesetzt, ohne daB der Zucker- 
anteil zerfallt®). Wohl macht sich ein minimales Reduktionsvermégen 
geltend, jedoch ist dasselbe auf die Verzuckerung von Gewebsbestand- 
teilen (wie Glykogen) zuriickzufiihren. Die Dephosphorylierung vollzieht 


1) K. Djenab und C. Neuberg, diese Zeitschr. 82, 393, 1917. 

2) Man darf erwarten, da®B Rohrzucker nicht angreifende invertase- 
freie Pilze und Hefen (Typ. 8S. apiculatus) sowie auch manche héheren 
Vegetabilien sich analog verhalten werden, da die Phosphatasen weit ver 
breitet sind. Auch andere Kohlehydrat-phosphorséuren diirfte man in 
entsprechender Weise zu den phosphorsaurefreien Zuckern abbauen kénnen. 

3) M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 161, 1922. 

*) Literatur s. bei C. Oppenheimer, Fermente, 5. Aufl., 1, 568—-570, 1925. 

5) Uber das andersartige Verhalten der Verdauungssafte niederer 
Tiere s. H. Bierry, diese Zeitschr. 44, 445, 1912. 

*) Fiir diese phosphatatische Hydrolyse ist die schon von J.Hatano (1. c.) 
angeschnittene Frage nach der vollen Einheitlichkeit der Saccharophosphate 
ohne Bedeutung; es ist an sich belanglos, ob das Phosphorsaure-radikal 
allein am Glucoserest haftet, oder ob auch ein Fructoseanteil mono- 
phosphoryliert ist, sofern die Phosphatase beide Hexosephosphorsaure- 
komponenten anzugreifen vermag, oder, wie es zutrifft, die Trennung 
frei gewordenen Rohrzuckers vom Saccharophosphat durchfiihrbar ist. 
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sich bei der natiirlichen Reaktion des Organmaterials. Um aber einer 
unspezifischen Saurespaltung von Rohrzucker durch die bei der Organ- 
autolyse entstehenden Sauren vorzubeugen, haben wir in der Mehrzahl 
der Falle entweder bei einem pg von 7,3 gearbeitet') oder durch Hinzu- 
fiigung von kohlensaurem Calcium als Bodenkérper dauernd neutrale 
Reaktionen aufrecht erhalten. Durch Beigabe von reichlich Toluol 
wurde stets fiir Sterilitat gesorgt. Als Substrat kénnen sowohl das 
neutrale Natriumsalz, C,.H,,0,9.O . PO, Nag, als das neutrale Calcium- 
salz, Cy,H,, 019 .O . PO,Ca, dienen; beide sind in Wasser leicht léslich. 

Zum Nachweise des Rohrzuckers, der bei der enzymatischen Hydro- 
lyse entsteht, haben wir uns nicht auf indirekte Verfahren zur Priifung 
der Reaktionsfliissigkeit beschrankt, sondern mehrfach das Disaccharid 
in Substanz isoliert. Das gelingt auf folgende Weise. Durch Erwarmen 
auf dem siedenden Wasserbad bei neutraler Reaktion wurde zunachst 
koagulables Eiwei8 entfernt. Die vom Gerinnsel sowie vom Toluol ab- 
filtrierte Fliissigkeit wurde — unter Zusatz von etwas Bariumcarbonat — 
im Vakuum oder in der Faust-Heimschen Verdunstungsapparatur zu 
dickem Sirup eingeengt. Diesem konnte durch Extraktion mit sie- 
dendem Athylalkohol oder auch mit einem gréBeren Quantum Weingeist 
von Zimmertemperatur der Rohrzucker entzogen werden, wahrend 
Bestandteile des Fermentmaterials sowie abgespaltenes anorganisches 
Phosphat nebst unangegriffenem Ausgangsprodukt (Natrium- oder 
Calciumsalz) zuriickblieben. 

Kleinere Mengen von Verunreinigungen traten natiirlich in den 
Alkohol tiber, so daB die Abscheidung des Rohrzuckers eine weiter 
getriebene Reinigung erforderte. Zu diesem Zwecke wurde der erste 
alkoholische Auszug wiederum im Vakuum verdampft und der Riick- 
stand von neuem in heiBem Athylalkohol aufgenommen, der aut 100 cem 
absoluten Alkohol 1 ccm Wasser enthielt. Diese Behandlung mit 
etwa 99proz. Alkohol wurde so lange fortgesetzt, als noch nennenswerte 
Mengen Disaccharid in Lésung gingen, was daran zu erkennen war, 
daB eine Probe nach hydrolytischer Spaltung durch Salzsaure deutliches 
Reduktionsvermégen aufwies. Die vereinigten alkoholischen Extrakte 
wurden darauf im Vakuum erneut zu Sirup konzentriert und 
dieser nunmehr mit heiBem, absolutem Methylalkohol ausgezogen, 
wobei sich alles oder nahezu alles lésen muf. Die klare methyl- 
alkoholische Flissigkeit blieb ttber Nacht stehen; dann schieden sich 
bei Zimmertemperatur noch kleine Mengen flockiger Beimischungen 
aus. Die abermals filtrierte Fliissigkeit wurde darauf mit einer ge- 
sittigten Lisung von festem Bariumhydroxyd in reinem Methyl- 
alkohol ausgefallt, solange noch ein Niederschlag entstand. Diese 


1) Vgl. F. Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 170. 17 
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Fallung des in wasserfreiem Holzgeist gelésten Rohrzuckers durch 
absolut methylalkoholisches Bariumhydroxyd ist unseres Wissens 
bisher nicht benutzt worden; beschrieben ist nur!) die Fallung von 
wasserigen Rohrzuckerlésungen durch wiasserig-alkoholischen Baryt 
(Weingeistgehalt der Mischung = 60 Proz.). Die betriichtliche Léslich- 
keit des Bariumhydroxyds in wasserfreiem Methylalkohol im Verein 
mit dem Lésungsvermégen des Holzgeistes fiir Saccharose machen 
unser Vorgehen sehr bequem. Der Rohrzucker wird dabei vollstandig 
als Barytverbindung und diese in gut filtrierbarer Form gefillt®). Nach 
Auswaschen der Bariumverbindung mit Methylalkohol und ihrer 
Ubertragung in Wasser kann durch Einleiten von Kohlendioxyd — 
anfangs in der Kalte, spiter in der Warme (Wasserbad) — der Rohr- 
zucker leicht regeneriert werden. 

In den nach diesem Verfahren durch methylalkoholischen Baryt 
erzeugten Niederschlag geht der aus dem Saccharophosphat in Freiheit 
gesetzte Rohrzucker ein; ein Teil noch anhaftender Verunreinigungen 
bleibt bei der Zerlegung mit Kohlensiure unldéslich zuriick. Die vom 
Bariumcarbonat getrennte und mit etwas Knochenkohle geschiittelte 
sowie filtrierte Fliissigkeit ist schon eine recht reine Rohrzuckerlésung, 
aber immerhin noch nicht rein genug, um direkt zu kristallisieren. Um 
die Saccharose in einwandfreien Kristallen zu erhalten, dampften wir 
die wisserige Lésung wiederum im Vakuum ein. In diesem Riickstand 
waren nach Zerstérung der organischen Substanz hdéchstens noch 
Spuren Phosphor nachzuweisen. Durch abermaliges Auskochen mit 
Holzgeist, der als Residuum im wesentlichen Bariumcarbonat hinterlieB, 
gewannen wir eine methylalkoholische Rohrzuckerlésung, die vorsichtig 
mit absolutem Ather bis zum Auftreten einer Triibung versetzt und in 
einer verschlossenen Glasstépselflasche aufbewahrt wurde*). Es schieden 
sich beim Stehen in groger Kalte zumeist direkt Kristalle ab, die dann 
nach mehrtagiger Aufbewahrung abgesaugt wurden und durch Um- 
kristallisation aus heiBem Wasser reinen Rohrzucker lieferten. In 
anderen Fillen versagte das Verfahren der Anwendung einer Rohr- 
zucker ausfallenden organischen Fliissigkeit, indem sich nur flockige 


1) R. Stutzer, Zeitachr. d. Ver. d. deutsch. Zuckerind. 84, 87, 1884. 

*) Nach Versuchen von C. Newberg und M. Kobel ergibt sich folgendes : 
Eine gesattigte methylalkoholische Barytlésung ist etwa 1,1 n.; 1 Mol. 
Baryt fallt 1 Mol. Rohrzucker augenblicklich und quantitativ aus. Das 
Verfahren 14B6t sich auch auf andere einfache und zusammengesetzte Zucker 
anwenden und ist deshalb der Beachtung wert, da es bei bestimmter Hand- 
habung mit Pyridinlésungen von Kohlenhydraten ebenfalls durchfiihrbar ist. 
Man kann zudem durch Behandlung der rein wissrigen Lésungen mit 
Barytwasser zuvor manche Beimengungen beseitigen. Uber diese Ver- 
haltnisse wird noch zu berichten sein. 

*) Vgl. EZ. Winterstein, H. 104, 217, 1919. 
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Bestandteile in maBiger Ausbeute abschieden. Hier aber gelangten wir 
folgendermaBen zum Ziele. Die 9 Tage stehen”gebliebene alkoholisch- 
atherische Lésung wurde von den amorphen Abscheidungen abfiltriert ; 
beim Verdunsten der organischen Lésungsmittel restierte ein ganz 
schwach gelb gefirbter Sirup, der innerhalb eines Tages von selbst 
kristallisierte. Durch Waschen und Verreiben mit kaltem Methylalkohol 
wurde etwas klebrige Substanz entfernt, wahrend Rohrzuckerkristalle in 
reichlicher Menge zuriickblieben. Beim Umkristallisieren aus wisserigem 
Athylalkohol erhielten wir nunmehr leicht reinen Rohrzucker. 

Dies letzgenannte Vorgehen lieferte annehmbare Ausbeuten; bei 
der direkten Kristallisation von Rohrzucker aus der alkoholisch- 
itherischen Lésung blieb dagegen sehr viel Saccharose in Lésung. 

DaB iibrigens in dem nach der Barytbehandlung gewonnenen, 
noch sirupférmigen Zucker (siehe 8. 258) praktisch reine Saccharose 
vorliegt, beweist das weiter unten angegebeneVerhalten bei der Inversion, 
die mit Salzsiure oder auch mit gereinigter Invertaselésung durch- 
gefiihrt werden kann ; zwischen den Konstanten des Drehungsvermégens 
vor und nach der Hydrolyse bestand Ubereinstimmung. 

Im besten Falle erzielten wir einen Ertrag von 8,5g kristallisiertem 
Rohrzucker bei polarimetrischer Feststellung von 10,64 g Rohrzucker 
aus 58,5g enzymatisch hydrolysiertem Natrium-saccharophosphat, 
was eine Ausbeute von 24,8 Proz. bedeutet. 

Diese und ahnliche Versuche lehren, da®B durch tierisches Organ- 
ferment eine Dephosphorylierung der Saccharo-phosphate unter Er- 
haltung des Rohrzuckerskeletts méglich ist und daB somit dieser Abbau 
durch Phosphatase in Analogie tritt zum Abbau der Raffinose durch 
Emulsin. 


290g frische, fein gehackte Pferdeniere, 580 ccm 0,85proz. NaCl- 
Lésung sowie 9ccm Toluol wurden nach wiederholtem Umschiitteln iiber 
Nacht im Eisschrank aufbewahrt; am naéchsten Morgen wurde scharf zentri- 
fugiert. Die erhaltene Enzymlésung (570 ccm) wurde so lange mit n/10 NaOH 
und n/10 HCl versetzt, bis ein p, von 7,3 erreicht war. (Das p, wurde an 
kleinen Proben nach Koagulieren in siedendem Wasserbade kolorimetrisch 
gemessen. Zur Erreichung der gewiinschten H-Ionenkonzentration war 
ein Uberschu8 von 36 ccm n/10 NaOH erforderlich.) Das Gesamtvolumen 
betrug zum Schlu8 640 ccm. 
Mit dieser Fermentlésung wurden folgende zwei Ansatze gemacht: 
a) 570 cem Fermentlésung, 
13 g Natrium-saccharophosphat '), 
6cem Toluol. 


‘) Hier ist, wie in allen Fallen, lufttrockenes Salz verwendet, das 
90 Proz. wasserfreie Substanz enthielt. Das Molekulargewicht des Natrium- 
salzes (Cy,.H,,0,,Na,P) ist 466, das des Calciumsalzes (C,,H,,;0,,CaP) 
ist 460 (beide wasserfrei). 











260 C. Neuberg u. M. Behrens: 


Die Fliissigkeit enthielt also 2,05 Proz. rohrzucker-phosphorsaures 
Natrium. 
b) 50,0 cem Fermentlésung, 
0,5 ,, Toluol. 


Beide in Glasstépselflaschen befindlichen Gemische wurden in einen 
Brutschrank von 37° gebracht; an den folgenden Tagen wurden die ab- 
gespaltenen Phosphorséuremengen in beiden Proben ermittelt. In jedem 
Falle wurden 5,0 ccm entnommen, mit 5,0 ccm dest. Wasser verdiinnt und 
5 Minuten in siedendem Wasserbade koaguliert. Nach Filtration wurden 
zu je 5,0cem Filtrat 5,0 ccm Magnesiamischung gegeben. Es zeigte sich 
schon nach einem Tage ein deutlicher Unterschied im Gehalt an freiem 
Phosphat, der in der folgenden Zeit noch ausgeprigter wurde. Nach 
einer Woche wurde eine quantitative Phosphorséurebestimmung durch- 
gefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden von den Ansatzen je 25,0 ccm 10 Minuten 
lang im siedenden Wasserbade erwarmt, filtriert und je 10,0 cem des Filtrats 
mit gleichen Mengen Magnesiamixtur gefallt. Die Niederschlige wurden 
schlieBlich als Mg,P,O, zur Wagung gebracht. 

0,0350 g Mg,P,O, wurden in 10,0cem Filtrat des Hauptansatzes 
gefunden. Fiir 100 ccm macht das 0,3500g aus. 

0,0101 g Mg,P,O, wurden aus 10,0 ccm entsprechendem Filtrat vom 
Kontrollansatz erhalten, fiir 100 cem also 0,1010g. 


Der Uberschu8 des im Hauptansatz vorhandenen Mg, P,O, gegeniiber 
der Kontrolle betrug somit 0,2490g Mg,P,0,. Der Gesamt-P,O,-Gehalt 
von 100ccm einer 2,05proz. Natrium-saccharophosphat-lésung beziffert 
sich, in Mg, P,O, ausgedriickt, auf 0,4896 g. Der Uberschu8 von 0,2490 g 
im Hauptansatz zeigt an, daB 50,9 Proz. des Saccharophosphats dephospho- 
ryliert waren. Nach einer Woche wurde die P-Bestimmung wiederholt 
und eine Spaltung von 59.3 Proz. des Ausgangsmaterials konstatiert. 


Die Produkte der enzymatischen Hydrolyse wurden nun auf Rohr- 
zucker verarbeitet. 500 ccm des schwach alkalisch reagierenden Gemisches 
kamen fiir 10 Minuten in ein siedendes Wasserbad. Nach Filtration wurde 
der Filterriickstand einmal mit Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate 
wurden im Faust-Heimschen Verdunstungskasten zur Trockne eingedampft. 
Die Masse wurde dann siebenmal mit absolutem Alkohol durch Verreiben 
unter Hinzufiigen von jedesmal 1 cem Wasser extrahiert. Die alkoholischen 
Ausziige wurden filtriert und die Filtrate im Vakuum bei 40° zum Sirup 
eingeengt. Dieser wurde darauf viermal unter Hinzufiigen von jeweils 
1 com Wasser mit je 100 ccm siedendem absolutem Athylalkohol ausgezogen, 
wobei kein nennenswerter Riickstand blieb. Die vereinigten filtrierten 
Lésungen lieBen wir nach Zugabe von 150 ccm Ather iiber Nacht stehen. 
Nachdem am nachsten Morgen von einem flockigen Niederschlage abfiltriert 
worden war, wurde wiederum im Vakuum bei 40° eingeengt. Die eingedickte 
Masse wurde nunmehr mit siedendem Methylalkohol aufgenommen und 
die Lésung nach dem Erkalten so lange mit geséttigtem methylalkoho- 
lischem Baryt versetzt, bis auf weitere Zugabe keine Fallung mehr entstand. 
Das Gemenge wurde iiber Nacht im Eisschrank aufgehoben. Am anderen 
Morgen wurde abgenutscht und der mit Methylalkohol gewaschene feste 
Riickstand in Wasser suspendiert. Nach Einleiten von Kohlendioxyd bis 
zum Verschwinden der alkalischen Reaktion wurde aufgekocht, filtriert, 
mit H,O ausgewaschen und das Filtrat auf dem Wasserbade zu Sirup 
konzentriert. Die Lésung dieses Sirups in rund 300ccm heiBem Methyl- 
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alkohol wurde nach dem Abkiihlen mit absolutem Ather versetzt, bis 
eine leichte Triibung auftrat. Daraufhin wurde die in einem Glas- 
stépselgeféB befindliche Mischung in den Eisschrank gestellt. Da sich am 
naéchsten Tage nur ein geringer kristallinischer weiBer Niederschlag 
gebildet hatte, so wurde noch etwas reiner Ather hinzugefiigt. _Wahrend 
einwéchiger Aufbewahrung bei Winterkalte nahm der Niederschlag noch 
zu; er wurde abfiltriert und in wenig Wasser gelést. Diese Lésung wurde 
vorsichtig auf dem Wasserbade eingedampft und in einen Exsikkator 
gestellt. Beim Umriihren trat bald Kristallisation ein. Die Kristalle wurden 
mit wenig Methylalkohol angerieben, abgenutscht und mit Holzgeist aus- 
gewaschen. Die Probe mit Fehlingscher Mischung fiel erst nach dem 
Kochen mit HCl positiv aus; die Resorcinreaktion war stark, Phosphor 
in minimalster Spur nachweisbar. Ausbeute: 1,035 g. 


Polarisation: 0,2442g Substanz wurden in 5,0ccm Wasser geldst 
und im 79,5-mm-Rohr polarisiert. 

In einem Prozente Traubenzucker anzeigenden Apparat wurden 
+ 2,35 Proz. abgelesen; das entspricht bei einer Rohrlainge von 79,5 mm 
4,70 Proz. Rohrzucker, wahrend die Lésung der Einwage nach 4,88 proz. war. 


Inversion: 4,0 ccm der nicht reduzierenden Fliissigkeit wurden durch 
2,0 ccm gereinigter Invertaselésung fast augenblicklich gespalten. 


In analoger Weise wurde ein anderer Versuch vorgenommen. 


65 g Natrium-saccharophosphat (= 58,5g wasserfreies Salz), 
1300 cem Fermentsaft aus Pferdenieren, ; 
13 ,, Toluol. 


Pa = 7,3. 

Gleichzeitig wurde eine Lésung von 2,5 g rohrzucker-phosphorsaurem 
Natrium in 50 ccm 0,85proz. NaCl-Lésung, die durch n/10 NaOH auf 
Py = 7,3 gebracht war, unter Zugabe von 0,5ccm Toluol in den Brut- 
schrank gestollt, um zu sehen, ob bei dieser Reaktion eine unspezifische 
Abspaltung von Na,H PO, eintrite. Proben mit Magnesiamischung zu ver- 
schiedenen Zeiten und auch am Tage der Aufarbeitung des Hauptansatzes 
fielen stets negativ aus. 

Nachdem dieser Ansatz 2Wochen im Thermostaten gestanden hatte, 
wurde eine Bestimmung der noch in organischer Bindung vorhandenen 
Phosphorsaure ausgefiihrt. 20,0 cem des Gemisches plus 20,0 cem destillierten 
Wassers wurden 10 Minuten im siedenden Wasserbade koaguliert und dann 
filtriert. Zweimal je 15,0 ccm des Filtrats wurden mit je 20,0 cem Magnesia- 
mixtur versetzt, um anorganisches Phosphat zu entfernen; die Mischungen 
wurden auf ein Volumer von 50,0ccm gebracht und nach 2 Stunden 
filtriert. Je 25,0 cem (= 3,75 ccm der Urlésung) wurden mit Soda-Salpeter 
in einer Platinschale verascht, zweimal mit Salpetersiure abgeraucht und 
zweimal als Molybdat niedergeschlagen; dann wurde iiber die Magnesia- 
fallung Mg,P,O, erzeugt. Dabei wurden 0,0190 bzw. 0,0192g¢ Mg,P,O, 
gefunden. Wenn 0,0191 g Mg,P,O, aus 3,75 ccm entstehen, so entspricht 
dies 0,5093 g in 100,0cem Urlésung. Da der Ansatz 4,5 Proz. saccharose- 
phosphorsaures Natrium enthielt, kommen auf 100 ccm an organisch 
gebundenem Phosphor, in Mg,P,O, ausgedriickt, 1,0747g. Weil wir 
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0,5093 g Mg,P,O, fiir organisch gebundenen Phosphor ermittelt haben, 
so sind 47,4 Proz. des Saccharophosphats noch nicht abgebaut (unter 
der Annahme, da8 organisch gebundener Phosphor lediglich in Gestalt 
von Saccharophosphat vorhanden ist). 


Nach einem Monat wurde der Ansatz verarbeitet. Das Gemisch wurde 
20 Minuten in siedendem Wasserbade koaguliert und abgenutscht, der 
Riickstand zweimal mit je 300 ccm Wasser ausgekocht. Die vereinigten, 
im Vakuum zu Sirup eingeengten Filtrate wurden dreimal mit je 500 ccm 
heiBen Alkohols extrahiert; dabei wurde beim zweiten- und drittenmal 
der Riickstand zunachst mit je 10 cem Wasser durchfeuchtet. 


Alle drei neutral reagierenden Alkoholausziige wurden sodann vereinigt 
und bei 40° im Vakuum eingeengt; der entstandene Sirup wurde siebenmal 
mit je 250 cem heiBen Alkohols ausgezogen, nachdem das Unlésliche vor jeder 
Extraktion mit 2,5 cem Wasser versetzt worden war. Es hinterblieb dann ein 
nach Kochen mit Salzsaéure Fehlingsche Mischung kaum reduzierender Riick- 
stand. Die vereinigten Alkoholextrakte wurden iiber Nacht im Eisschrank 
aufbewahrt. Vom Ausgefallenen wurde abgenutscht. (Die hygroskopische 
Ausscheidung reduzierte Fehlingsche Lésung direkt nur schwach, nach 
Behandlung mit HC] kraftiger und ergab dann mit stark salpetersaurer 
Molybdin-mischung einen ma&Bigen Niederschlag.) Der aus dem Filtrat 
durch Einengen im Vakuum erhaltene Riickstand léste sich in 250 ccm 
siedenden Methylalkohols und kam unter Zusatz von weiteren 100 ccm 
absoluten Methylalkohols in den Eisschrank. Nach zwei Tagen fanden 
sich am Boden des GlasstépselgefiBes einige gréBere Kristalle vor, wihrend 
die iiberstehende Lésung klar war. 


Der Riickstand, der bei der dreimaligen Extraktion mit Alkohol ge- 
blieben war, wurde noch fiinfmal nach Anfeuchten mit je 10 ccm Wasser 
mit je einem halben Liter siedenden Methylalkohols extrahiert. (Der 
letzte Auszug enthielt nach Kochen mit HCl immer noch ein wenig Fehling- 
sche Lésung reduzierende Substanz.) Diese fiinf hei® filtrierten Ausziige 
wurden im Vakuum eingeengt. Das Residuum wurde fiinfmal mit 250 ccm 
reinen heiBen Holzgeistes extrahiert. Diese Methylalkoholausziige wurden 
wieder zu Sirup eingedampft und abermals mit je 250 cem Methylalkohol 
ausgekocht. Nachdem vom iiber Nacht Ausgefallenen abfiltriert war, 
wurde diese Fraktion mit dem im Eisschrank aufbewahrt gewesenen methy]- 
alkoholischen Extrakt vermengt. Die vereinigten Fliissigkeiten wurden nun- 
mehr mit etwa 400ccm gesattigter methylalkoholischer Barytlésung 
versetzt, wobei eine dicke weiBe Fallung erfolgte. Nach 24stiindigem 
Verbleiben im Eisschrank wurde der Niederschlag abgesaugt, zweimal 
mit Methylalkohol ausgewaschen, in 250 ccm Wasser suspendiert und mit 
CO, anfangs in der Kalte, spater in der Warme behandelt. Dann wurde 
filtriert, ausgewaschen und die klare Lésung auf dem Wasserbade zu Sirup 
eingeengt. 

Als dieser nach langerem Stehen im Fxsikkator glasig erstarrt war, 
wurde er in 200,0ccm Wasser gelést. Im 1-dm-Rohr betrug in einem 
Apparat, der fiir 2-dm-Réhren direkt Prozente Traubenzucker anzeigt, 
die Drehung + 3,35 Proz. Daraus berechnet sich der Rohrzuckergehalt 
nach der Formel: ta = 5,32 Proz. 

Somit lag eine 5,32proz. Rohrzuckerlésung vor; in den 200,0 com 
waren demnach 10,64 g Saccharose vorhanden. 
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Zur Inversion wurden 20,0cem mit 1,5ccm rauchender Salzséure 
nach Clerget-Herzjeld invertiert und aufgefiillt auf 25,0ccm. Die Drehung 
im 1-dm-Rohr entsprach dann — 0,95 Proz. Glucose bei 0°. Daraus ergibt 
sich, unter Beriicksichtigung der Verdiinnung, der Gehalt an Invertzucker 
entsprechend — 0,95. 2.5/4 = — 2,37 Proz. Glucose. 

Da nun die spezifischen Drehungen von Rohrzucker und Invertzucker im 
Verhaltnis von 100 : 42 bei 0° stehen, so berechnet sich aus der polarimetrisch 
gefundenen Zahl von 5,32 Proz. Rohrzucker das Invertzuckeriéquivalent 

100 «42 
nach dem Ansatz: rT hh 
tatsichlich gefunden worden sind. 

Die Fliissigkeit, in der also eine schon ziemlich reine Rohrzuckerlésung 
vorlag, wurde erneut im Vakuum eingeengt und der hinterbliebene Sirup 
in 1500 cem heiBen Methylalkohols unter Zusatz von 10 com Wasser gelést. 
Der Methylalkoholauszug wurde nach dem Filtrieren mit Ather bis zur 
beginnenden Triibung versetzt und in den Eisschrank gestellt. Im Verlauf 
von 9 Tagen bildeten sich einige wenige gréBere Kristalle. Weil aber die 
Kristallisation nicht fortschritt, so wurde das Holzgeist-Ather-Gemisch im 
Vakuum abgedunstet. Nach wenigen Tagen hatte sich dann aus dem Sirup 
ein Kristallbrei gebildet, der mit etwas Methylalkohol angerieben, ab- 
genutscht und zweimal mit Methylalkohol nachgewaschen wurde. Aus- 
beute 8,5g kristallinische Substanz. Eine Lésung derselben reduzierte 
alkalische Kupfermischung direkt nicht, wohl aber stark nach Hydrolyse 
dureh heiBe Salzsiure; ein Phosphorgehalt war nicht mehr zu erkennen. 
Zur weiteren Remigung wurden 4g der Kristalle in 4 ccm heiBem Wasser 
gelést und mit 28ccm siedendem Alkohol versetzt. Die warm filtrierte 
Lésung schied innerhalb eines Tages reichlich Kristalle aus, die abgenutscht 
und zweimal mit Alkohol gewaschen wurden. Diese Umbkristallisation 
wurde nochmals wiederholt und die so gewonnene Substanz im Hoch- 
vakuum bei 98° getrocknet. 


zu 2,23, wahrend 2,37 nach der Inversion 


Polarisation: 0,6271 g, gelést mit Wasser zu 10,0 ccm, wiesen im 2-dm- 
Rohr im Prozente Traubenzucker anzeigenden Apparat eine Ablenkung ent- 
sprechend + 7,87 Proz. Glucose auf. Daraus berechnen sich (durch Division 
mit 1,26) 6,25 Proz. Rohrzucker, wahrend der Einwage nach eine 6,27 proz. 
Saccharoselésung vorlag. 


Die spezifische Drehung ergibt sich aus dem gefundenen Werte zu 
+ 66,52°, nach der Formel [a]p,, = 809.6 


=e wobei a = + 7,87 xdem Um- 
rechnungsfaktor 1,06 ist. 


Drei weitere Versuche wurden mit Calcium-saccharophosphat als 
Substrat angestellt. Als Enzymmaterial diente einmal Nierensaft vom 
Py = 7,3, dann Nierenbrei unter Zusatz von CaCO, und schlieBlich solcher 
ohne Calciumcarbonat. Bei dem Saftversuch war bemerkenswert'), da 
der gesamte Ansatz nach eintaégigem Verweilen im Thermostaten infolge 
Abspaltung von gallertigem Calciumphosphat gelatinés erstarrt war. Er 
wurde nach 3 Wochen, innerhalb deren aus der Gallerte wieder Wasser 
ausgepreBt war, aufgearbeitet, wahrend die beiden anderen Versuche 


1) Vgl. C. Neuberg und K. Djenab sowie M. Tomita, |. c. 
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erst nach 2 Monaten abgeschlossen wurden. Die Aufarbeitung unterschied 
sich im wesentlichen nicht von der oben ausfiihrlich geschilderten. Bei 
dem Saftversuch wurden Kristalle erhalten, die einwandfrei als Rohrzucker 
ilentifiziert werden konnten. Bei diesen Versuchen mit Organbrei durften 
wir uns mit der Aufarbeitung bis zu weitgehend gereinigten Rohrzucker- 
sirupen begniigen; wir fiihrten den Nachweis fiir das Vorliegen von Rohr- 
zucker durch Inversion mit Saccharase (bei Abwesenheit jeder Spur ces 
Ausgangsmaterials, d. h. bei Fehlen von Phosphor) sowie polarimetrisch, 
indem wir den Rohrzuckergehalt aus den Drehwerten vor und nach der 
Inversion mit Salzséure bestimmten und innerhalb der zulassigen Ab- 
weichungen einander entsprechend fanden. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von W. Sauer, diese Zeitschr. 168, 336, 1926, muB 
es heiBen: 
G& = 6, (1 —y*) 
y = + 0,003 
statt 
6 = 6, (1 — yt) y = + 0,003. 





